T-CELLESPESIFIKT ADAPTERPROTEIN   (TSAd) : Fra oppdagelsen av et protein til muligheten for klinisk intervensjon by Enoksen, Petter
T-CELLESPESIFIKT ADAPTERPROTEIN   (TSAd) 
 
-Fra oppdagelsen av et protein 
til muligheten for klinisk intervensjon 
 
 
En kombinert oversiktsartikkel om TSAd, 
og laboratoriearbeid for å finne ut mer om proteinet. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Selvvalgt oppgave for medisinerstudent Petter Enoksen (V-00) 
med veiledning av professor Anne Spurkland 
 2
INNHOLDSFORTEGNELSE 
Forord 4 
Immunsystemet 5 
Medfødt og ervervet immunforsvar 5 
Lymfocytter: humoral og cellemediert immunitet 5 
Lymfocytter i de primære lymfoide organ 6 
Lymfocytter i de perifere lymfoide organ 7 
MHC-molekyler og subgruppering av T-cellen 7 
T-celleaktivering og signaltransduksjon 8 
TSAd 10 
Et protein oppdages 10 
TSAd sin lokalisasjon på kromosomet 10 
TSAd sin struktur og funksjonelle DNA-sekvenser 11 
Funksjonelle egenskaper ut fra gensekvens 12 
TSAd er funnet i andre celler og dyremodeller 12 
Ekspresjon av TSAd-protein i ulike celler 13 
Ulike transkripsjonsvarianter av TSAd 14 
Ulike allelvarianter av TSAd 14 
TSAd-genet er assosiert med autoimmune syksommer 14 
Regulering av TSAd-transkripsjon 15 
TSAd reguleres også posttranskripsjonelt 16 
TSAd binder flere protein 16 
Aktivering av TSAd sine proteininteraksjoner 18 
Betydning av proteininteraksjoner for signaltransduksjon og gentranskripsjon 18 
TSAd som transkripsjonsfaktor 19 
TSAd-knockoutmus 20 
KONKLUSJON 20 
Forskningsarbeid på laboratoriet 22 
Målsetningen for arbeidet 22 
Prosessen med å lage vevssnitt 22 
Fremstilling av antistoff 23 
Affinitetsrensning av antistoffene 24 
Western Blot 24 
Vurdering av αTSAd-antistoffene i western blot 25 
Immunhistokjemi 27 
 3
Spesifikk eller uspesifikk binding 28 
Positive og negative kontroller 28 
Blokkeringsforsøk og fortynningsrekker 29 
Mangel på farging 29 
IHC-farging av lymfeknuter fra rotte og mus 30 
Forskjell i fargemønster mellom bark og marg i thymus 31 
Dobbeltfarging av thymussnitt 31 
IHC-farging av andre vev 32 
Farging av lymfoid vev fra immuniserte mus 33 
Fargingen er ikke spesifikk 34 
Affinitetsrensningen har ingen effekt på IHC 35 
Fremover 35 
KONKLUSJON 35 
Framtiden 36 
Referanseliste 37 
Definisjoner 40 
Prosedyrer 48 
Hematoksylin-eosinfarging av parafinsnitt 48 
Fluorescensfarging av parafinsnitt 49 
Dobbeltfarging av parafinsnitt 51 
Peroksydasefarging av parafinsnitt 54 
Peroksydasefarging av frittflytende snitt 56 
Immuncytokjemi 58 
Affinitetsrensing av antistoffene 62 
Western Blot 64 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Forsidebildet viser en T-celle farget med 
immuncytokjemi slik en ser det i et 
fluorecsensmikroskop. Kjernen er farget med et 
fluorescerende antistoff (rødt) mot et 
kjerneprotein (Lap2). Cellen er videre farget 
med et annet fluorecsernde antistoff (grønt), 
som binder til TSAd-cDNA. Om begge 
fluorescerende antistoffer opptrer sammen, 
lyser det gult. Som bildet viser finnes TSAd 
cDNA både i cytosol og i kjernen. 
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Forord 
 
Personlig har alltid interessen for fagfeltene immunologi, genetikk og cellebiologi vært stor. 
Først og fremst fordi dette er fascinerende og spennende fag i seg selv. Dernest kan man 
tenke seg at viktige deler av fremtidens medisin vil bygge på den stadig nye kunnskapen vi 
får innen disse fagretningene, særlig med tanke på behandling. Det var derfor naturlig at 
emnet for denne oppgaven kunne kombinere disse spesialområdene. 
 
Forskning er også et spennende fagfelt. De fleste medisinstudentene blir imidlertid bare kjent 
med forskningsarbeid gjennom å lese relevante artikler som kilder til læring. Dermed er det 
få som får erfare alt arbeidet som ligger bak en slik artikkel, og hvordan en kritisk bør 
forholde seg til resultatene. Dette er dog kunnskap som er viktig å tilegne seg, da mye av det 
praktiske arbeidet som lege bygger på forskningsresultater. Det var derfor avgjørende for 
meg å kunne lære noe om laboratoriearbeid i forbindelse med oppgaveskrivingen. 
 
Med de ovenforstående premissene til grunn, var det fordelaktig at jeg kom i kontakt med 
forskergruppen til professor Spurkland på anatomisk avdeling ved institutt for medisinske 
basalfag ved Universitetet i Oslo (IMB). Gruppen arbeider med å studere funksjonen til et T-
cellespesifikt adapterprotein kalt TSAd, som de selv klonet for første gang i 1997. Gruppens 
visjon er at kunnskap om TSAd på sikt kan nyttegjøres til klinisk intervensjon. I samarbeid 
med dem, kunne jeg således fordype meg i hvordan en gruppe forskere over tid prøver å 
kartlegge funksjonene til et nyoppdaget protein, som trolig har immunregulatoriske 
egenskaper, og få innblikk i den lange prosessen mot eventuelle konkrete 
behandlingsmetoder. Videre åpnet det for muligheten til å få praktisk forskererfaring ved å 
drive laboratoriearbeid på egenhånd. 
 
Oppgaven er delt inn i tre hoveddeler, men tanken er at all tekst skal belyse TSAd sin rolle i 
menneskekroppen. På grunn av taket på omfanget til oppgaven, er det imidlertid begrenset 
hvor inngående de ulike feltene kan utdypes. Første del omhandler immunsystemet generelt, 
dog med hovedvekt på de systemene som TSAd modulerer, særlig T-cellen. Andre del tar for 
seg de fleste relevante, tilgjengelige artikler som omhandler TSAd. Hovedvekten er lagt på 
resultatene fra studiene, og teori omkring medisinsk genetikk er forsøkt integrert i 
fremstillingen. I siste del gis en kortfattet presentasjon av det forskningsarbeidet som ble 
utført av meg selv. Dette arbeidet strakk seg over en periode på halvannet år, deler av tiden 
med støtte fra Kreftforeningen og Unifor. Avslutningsvis skisseres hvordan videre 
forskningsarbeid kan kartlegge funksjonen til TSAd, og noen av mulighetene denne 
forskningen åpner for. Bakerst i oppgaven finnes dessuten en del vedlegg til hjelp for leseren. 
 
Til slutt i innledningen vil jeg først og fremst få takke hovedveileder Anne Spurkland for god 
rådgivning. Videre vil jeg takke professor Karl Schenck på institutt for oral biologi (IOB), 
som også har gitt nyttig veiledning. Så vil jeg takke Olav Schreurs, Tom Solbu og Stine 
Granum for grundig opplæring i praktisk laboratoriearbeid. Til slutt vil jeg takke alle i 
gruppen til Spurkland og forskermiljøet på IMB og IOB for god dialog og all hjelp. 
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Immunsystemet 
 
Mennesket har gjennom evolusjonen utviklet gode forsvarsmekanismer mot infeksiøse agens 
som virus, bakterier, sopp og parasitter. Disse beskyttelsesmekanismene utgjør 
immunforsvaret og deles opp i et medfødt og et ervervet system. Ved enhver infeksjon 
samarbeider disse to systemene og har i praksis synergistisk effekt. Detaljene omkring 
hvordan immunsystemet virker er til dels ukjent, men det meste av stoffet presentert her, er 
hentet fra en norsk lærebok i immunologi (1). 
Medfødt og ervervet immunforsvar 
Det medfødte immunforsvaret kalles også det non-adaptive systemet, og er nedarvede 
egenskaper et hvert menneske blir født med. Eksempler på slik medfødt resistens er mange. 
 
Blant ytre faktorer er barrierer som slimhinner og hud, som beskytter mot at agens kan 
infiltrere kroppen. Disse barrierene inkluderer også molekyler, som lysozym og laktoferrin, 
som hemmer bakterievekst. I tillegg vil oppvekst av ufarlige bakterier på hud og slimhinner 
oftest utkonkurrere patogene agens. 
 
Blant de indre faktorer finnes molekyler i serum, som komplementsystemet og C-reaktivt 
protein, som vil aktiveres av mikroorganismer og deretter angripe dem. I tillegg finnes celler 
som kan drepe og bryte ned mikroorganismer. Blant disse er granulocytter, NK-celler og 
monocytter. Sistnevnte utvikler seg til makrofager i vev. Disse cellene frigjør også cytokiner 
som kan tiltrekke og aktivere andre immunceller, og slik blir det ervervede immunsystemet 
også involvert. Makrofager og monocytter kan dessuten fungere som antigenpresenterende 
celler (APC). 
 
Det ervervede, adaptive immunsystemet utvikles gjennom læring etter kontakt med 
mikroorganismer. Det har høy spesifisitet, slik at en subgruppe av spesialiserte celler 
angriper en gruppe av like agens. Dette systemet har også hukommelse i form av at disse 
cellene vil reagere meget effektivt på samme agens i årevis etter første introduksjon. Videre 
må dette systemet lære å ikke angripe kroppens egne celler, og dette kaller vi toleranse. Går 
immunceller til angrep på egne celler i kroppen kan det resultere i autoimmun sykdom. 
Lymfocytter: humoral og cellemediert immunitet 
Lymfocyttene utgjør de viktigste cellene i det ervervede immunsystemet. B-lymfocyttene vil 
etter aktivering utvikle seg blant annet til plasmaceller som produserer antistoffer, og er 
dermed en del av det humorale, antistoffavhengige forsvaret. Antistoffene vil binde seg til 
antigener på mikroorganismene, som oftest proteiner og polysakkarider, og således merke 
dem for eliminering. B-cellene produserer også cytokiner, små signalmolekyler, som 
potensierer immunresponsen. 
 
T-cellene vil etter aktivering kunne utvikle seg blant annet til cytotoksiske celler (CD8+) som 
kan gjenkjenne og drepe mikroorganismer eller infiserte celler, også kreftceller, og utgjør 
dermed deler av det cellemedierte immunforsvaret. Dessuten dannes også hjelpeceller 
(CD4+) som vil interagere med B-celler slik at disse gir et effektivt immunsvar. T-cellene 
produserer også ulike cytokiner. 
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Begge celletypene har spesifike reseptorer. B-cellene har i hovedsak IgM-immunglobuliner 
(BCR) i membranen, som er forløperne til de etter hvert sekrerte antistoffene, mens T-cellene 
har en T-cellereseptor (TCR). Begge reseptorene har hypervariable områder, dannet gjennom 
rearrangering av genene, som gjør at de finnes i særdeles mange varianter. Hver variant 
binder seg spesifikt til ett eller noen få antigen. 
 
Det er bare de lymfocyttene som har 
bindingsspesifisitet til et konkret antigen, 
som vil aktiveres og dermed vil prolifirere 
og differensiere. B-cellen kan aktiveres av 
frittflytende antigen eller antigen på 
overflaten av mikroorganismene, men er ofte 
avhengig av T-celler for tilstrekkelig 
aktivering. TCR binder bare til biter av 
antigen fastbundet til vevstype-
kompleksmolekyler (MHC) på APC (se 
figur til høyre). 
 
Etter aktivering vil noen av cellene utvikle seg til hukommelsesceller, som består i lang tid. 
Disse vil bidra til at ny eksponering for et tidligere bekjempet agens vil gi en mer effektiv 
immunrespons (sekundærresponsen), og sykdom vil kanskje ikke utvikle seg i det hele tatt. 
Det siste kaller vi immunitet. 
 
I tillegg er det en tredje type store, granulære lymfocytter som kalles naturlige dreperceller 
(NK-celler). Disse har evne til å drepe målceller, også uten på forhånd å være sensibilisert. 
De uttrykker ikke BCR eller TCR, men andre immunreseptorer. NK-cellene har en viktig 
oppgave med å overvåke kreftceller, virusinfiserte celler og transplanterte celler, og utskiller 
også cytokiner. 
Lymfocytter i de primære lymfoide organ 
Det er pluripotente hemapoietiske stamceller i benmargen som gjennom differensiering 
utvikler seg til alle hematologiske celler, det vil si leukocytter, erytrocytter og blodplater. 
Den videre utviklingen av lymfocyttene skjer i flere organ. 
 
B-cellene utvikler seg videre i benmargen til celler med BCR. Modningen av B-celler er 
dårlig kartlagt, men det antas at utvikling av en adekvat BCR er avhengig av binding til en 
hittil ukjent ligand, muligens på stromaceller i benmargen, slik at overlevelsessignal gis og 
B-cellen ikke dør. Dette kalles positiv seleksjon. Om B-cellen binder seg for sterkt til 
antigener som finnes i benmargen, vil B-cellen potensielt kunne reagere på egne 
kroppsceller, og må derfor elimineres. Dette kalles negativ seleksjon. 
 
Lignende mekanismer for seleksjon av T-celler foregår i thymus, et primært lymfoid organ 
som ligger mellom hjertet og brystbenet. Den består av to lapper med en bro (isthmus), og 
hver lapp har en marg (medulla) og en bark (cortex). Progenitor-T-celler vandrer fra 
benmargen til thymus med blodbanen. Deretter slår de seg ned i cortex, hvor de modnes og 
Interaksjon mellom en APC og en T-celle. 
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etter hvert uttrykker TCR sammen med to koreseptorer, CD4 og CD8. I denne 
modningsprosessen migrerer thymocyttene mot margen. På veien mister de en av 
koreseptorene og blir enkeltpositive. Hvordan dette skjer, er usikkert. 
 
Omkringliggende dendrittiske celler og thymusepitel presenterer MHC-antigener til T-
cellene. Disse antigenene representerer peptid uttrykt av mange slags celler i kroppen. T-
celler uten funksjonell TCR, som dermed ikke kan binde MHC-molekyler, vil ikke motta noe 
overlevelsessignal og dør således av forsømmelse. T-celler med en TCR som binder passe 
svakt til selvpeptidene utvelges ved positiv seleksjon, noe som hovedsakelig skjer i barken. 
Celler som binder for sterkt til selvpeptider, elimineres ved negativ seleksjon, og dette skjer 
hovedsakelig i margen. Ca. 95 % av alle T-celler dør i denne utvelgelsesprosessen, og de 
resterende T-cellene går over i blodbanen igjen. 
Lymfocytter i de perifere lymfoide organ 
Etter at B- og T-lymfocyttene er ferdig modnet i de primære lymfoide organene, 
transporteres de i blodet til sekundære, perifere lymfoide organer. Disse utgjøres i mennesket 
av milt, lymfeknuter og lymfoid vev i slimhunner, som Peyerske plakk, appendiks, tonsillene 
og adenoidene. 
 
T-celler resirkulerer mellom blodbane og lymfoid vev, for eksempel en lymfeknute. 
Lymfeknuter finnes overalt i kroppen, og de er i kontakt med hverandre gjennom lymfeårer. 
Selve lymfeknuten er et lite, innkapsulært, nyreformet organ, som består av cortex, 
paracortex og medulla. Affrente kar leder lymfe inn til knuten, hvorpå den vil sive gjennom 
organet og tømme seg i efferente lymfeårer ved hilus. 
 
Fra blodet kan naive T-celler komme over til paracortex i lymfeknuter via såkalte 
høyendotelvenyler (HEV). Her vil de møte mange APC, som i sine MHC-molekyler 
presenterer peptid fra vev fra store deler av kroppen. Om TCR-MHC-bindingen er spesifikk, 
vil T-cellen aktiveres. Da vil T-cellen migrere ut til cortex, prolifirere og differensiere ut til 
ulike effektorceller. Effektor-T-celler og ustimulerte T-celler kan forlate lymfeknutene via 
deres efferente årer, og kan således bekjempe mikroorganismene eller patruljere videre på 
leting etter patogener. 
 
Aktiverte hjelper-T-celler kan videre stimulere B-celler, som også migrerer gjennom HEV. 
Disse vil etter aktivering vandre opp i cortex, undergå celledeling og modning og dermed 
danne mikroskopisk synlige germinalsentre. Her foregår en affinitetsmodning av BCR i 
samarbeid med andre APC. Modne plasmaceller vil vandre ned til medulla og produsere 
antistoffer som kan slippes ut i blodbanen eller i lymfesystemet. 
MHC-molekyler og subgruppering av T-cellen 
For at T-celler skal aktiveres tilfredstillende, må de altså bindes til MHC-molekyler, som hos 
mennesket kalles humant leukocyttantigen (HLA). Genene som koder for reseptorene er vist 
å ha et mangfold av polymorfismer (ulike genvarianter), og noen genotyper (sett av 
nedarvede alleler) er vist å være sterkt assosiert med utvikling av visse sykdommer. Disse 
transmembrane glykoproteinene deles i to klasser, I og II. 
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MHC klasse I finnes på alle kroppens celler, unntatt erytrocytter, og presenterer 
peptidfragmenter som finnes inne i de samme cellene. Reseptorene vil binde cytotoksiske T-
celler, som uttrykker koreseptoren CD8. Slike koreseptorer er nødvendig for fullgod 
aktivering av T-cellen. Interaksjon mellom CD8+-T-celler og HLA gir informasjon til 
immunforsvaret om en celle er fremmed, eller om en egen celle er invadert av intracellulære 
patogener, og dermed skal fjernes. CD8+-T-celler er altså dreperceller, som eliminerer 
målceller på samme måte som NK-cellene, bare mer spesifikt. 
 
MHC klasse II uttrykkes bare på APC og presenterer peptid fra fagocyterte cellefragmenter. 
Disse cellene binder koreseptoren CD4 på T-hjelperceller og stimulerer disse. CD4+-T-
cellene deles inn i subgrupper etter hvilke lymfokiner de utskiller. Th1-celler produserer 
interferon gamma (IFNγ) og tumor nekrosefaktor (TNF). Cellene stimuleres av for eksempel 
en bakterieinfeksjon, induserer deretter inflammasjon og stimulerer makrofager. Videre 
uttrykker de fasligand og er dermed også cytotoksiske. Th2-celler produserer ulike 
interleukiner (IL-4, -5, -6 og -10), og vil således delta i humuralt immunforsvar og hjelpe B-
cellene. Th2-stimulering gir også isotypeskifte av antistoffproduksjon til IgE og 
mastcelleaktivering, noe som bidrar i allergipatogenesen og parasittbekjempelsen. 
T-celleaktivering og signaltransduksjon 
Aktivering av en T-celle er avhengig av mange faktorer. Binding av MHC-molekyler til TCR 
i en antigenspesifik interaksjon er den viktigste forutsetningen. Dette er altså en direkte 
cellekontakt, hjulpet av flere adesjonsmolekyler på hver celle, som for eksempel 
ligandparene CD58-CD2 og CD54-CD11a+CD18. Videre trenger TCR-MHC-interaksjonen 
synergistisk stimulering via kostimulerende molekyl, som binding av CD80 eller CD86 med 
CD28, for effektiv aktivering. I kontaktflaten mellom cellene dannes da etter hvert det en 
betegner en immunologisk synapse. 
 
Signaltransduksjonen etter aktivering av TCR er kompleks. CD3, en del av TCR-komplekset 
overfører ”signal 1”. Kostimulatoriske molekyl gir ”signal 2”. Det første signalet gir endret 
gentranskripsjon via en intracellulær kaskade av fosforyleringer, endret fosfolipid-
metabolisme og Ca2+-frigjøring. Det andre signalet potensierer effekten, slik at cellen blir 
fullstendig aktivert. 
 
Detaljene omkring T-celleaktivering er uklare, og det er ikke kjent hva som egentlig er første 
trinn i prosessen. Aktivering av TCR-komplekset i CD4+-celler vil imidlertid føre til at Lck, 
som er en intracellulær proteinkinase, bringes til den intracellulære delen av reseptoren. Lck 
vil så fosforylere ulike tyrosinmotiver (ITAMs) i TCR/CD3-komplekset, slik at disse kan 
rekruttere og aktivere Zap70, en annen signalkinase, til CD3ζ-kjeden i reseptorkomplekset. 
Zap70 vil igjen fosforylere LAT, et adaptorprotein, som videre kan binde mange viktige 
signalmolekyl som PLCγ, Grb2-Sos, Grap, c-Cbl, Vav og SLP-76. Disse proteinene vil 
således kunne fosforyleres av Lck og Zap70 og regulere viktige signalveier som Ras-
systemet og PLCγ−systemet. 
 
PLCγ omdanner PIP2, et membranbundet molekyl til DAG og IP3, to sekundære 
signalmolekyl. DAG aktiverer PKC, en annen proteinkinase, som igjen aktiverer 
transkripsjonsfaktoren NF-κB. En transkripsjonsfaktor binder seg til DNA-segmenter og 
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modulerer slik ekspresjonen av gener i cellekjernen. I dette tilfellet vil NF-κB binde seg til 
AP-1, et transkripsjonsfaktorkompleks beskrevet nedenfor, og oppregulerer IL2-
produksjonen. IP3 mobiliserer Ca2+ fra endoplasmatisk retikulum, noe som i som i samarbeid 
med DAG aktiverer kinasen calcineurin, som stimulerer transkripsjonsfaktoren NF-AT, som 
er viktig for oppregulering av IL2-ekspresjonen. 
 
Aktivering av Ras-signalveien vil blant annet føre til at signalmolekylene fos og jun danner 
et kompleks kalt AP-1, som virker sammen med NF-AT, som en transkripsjonsfaktor i 
cellekjernen. Dette er nødvendig for å indusere IL2-ekspresjonen. 
 
Disse signalkaskadene kan aktiveres av andre faktorer enn TCR-MHC-kompleksbinding, og 
mangfoldige andre proteiner regulerer signalveiene. Samspillet er komplekst og ikke 
fullstendig klarlagt. Blant de proteinene som påvirker signaltransduksjonen i T-celler, er et 
lite adapterprotein kalt TSAd. 
 
 
 
Figuren viser en skjematisk oversikt over noen av de kjente signalproteinene som inngår 
 i reguleringen av T-celleaktivering.                            (Bygger på figur laget av Tor Lea) 
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TSAd 
Et protein oppdages 
Det er flere måter et protein kan oppdages på, men denne fremstillingen tar utgangspunkt i 
hvordan TSAd-proteinet først blir funnet, og hvordan det senere dukker opp som 
bindingsmolekyl til andre studerte proteiner. 
 
En forskergruppe i Oslo leter i 1997 etter proteiner som bare blir uttrykt i aktiverte CD8+-T-
celler. Søket gjør de ved hjelp av subtraksjon-teknikk, hvor de benytter en probe som er laget 
ved å subtrahere cDNA-fragmenter fra aktiverte CD8+-T-celler med cDNA-fragmenter fra 
Jurkatceller (human CD4+-T-celleleukemilinje). Proben inneholder dermed ideelt sett bare 
gener som er selektivt uttrykt i aktiverte CD8+-T-celler, og blir så brukt for å lete etter gener 
i et bibliotek fra aktiverte CD8+-T-celler (2). 
 
Det er flere aktuelle cDNA-sekvenser som identifiseres i studien. Et gen blir sterkt uttrykt i 
aktiverte celler, men ikke i hvilende celler, og vekker dermed forskergruppens interesse. 
Flere kloner blir funnet av dette genet, som senere får navnet SH2-domeneprotein 2A-genet 
(SH2D2A-genet). Forskergruppen gir det selv navnet T-cellespesifikt adapterprotein (TSAd), 
siden ytterligere undersøkelser viser at proteinet blir utrykt hovedsakelig i T-celler (2). 
SH2D2A-genet blir senere isolert av samme forskergruppe fra et humant kromosom 1-
spesifikt cDNA-bibliotek. Fire ulike kloner av cDNA fra SH2D2A-genet blir da isolert (3). 
TSAd sin lokalisasjon på kromosomet 
SH2D2A-genet er lokalisert til den lange 
armen til kromosom 1 (1q21). 
Plasseringen er funnet ved å inkubere 
alle kromosomene i en celle med 
fluorescensmerket cDNA for TSAd som 
probe. Stedet der proben binder seg på 
kromosomet, gir fra seg fluorescerende 
lys observert i et egnet fluorescens-
mikroskop (FISH-teknikk, se bildet til 
høyre) (2). 
 
Ved 1q21 ligger flere andre gener. Blant 
gener som er lokalisert nær SH2D2A-
genet, er LMNA-genet, som koder for 
Lamin A, et strukturelt protein i 
kjernemembranen, og NTRK-genet som 
koder for en proteinreseptorkinase (nevrotropin tyrosinreseptorkinase 1) med virkning på 
nevral celleoverlevelse og differensiering. NTRK påvirker også signaltransduksjon i for 
eksempel hematopoietiske celler. Videre er genet som koder for Shc1, et intracellulært 
adapterprotein, lokalisert til 1q21 (2;3). 
 
Nært til SH2D2A ligger også flere immunrelaterte gener. Blant annet ligger CD1-genene her. 
CD1 (Cluster of differentiation 1) er en reseptor som ligner MHC klasse I-molekyler, og 
Kromosom 1 merket med FISH-teknikk. 
(Spurkland et al, 1998) 
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uttrykkes på mange celler, blant annet hemapoietiske celler og på epitel. Andre gener i 
området er blant annet SPTA1 (spektrin i erytrocytter), FY1 (Duffy antigen på erytrocytter), 
FCERIA (bestandel av IgE-reseptoren), IFI-16 (interferonindusert protein) og CD3-ζ (del av 
TCR). Dette er alle gener som regulerer immunsystemet, og peker i retning av at også TSAd 
kan ha en regulatorisk funksjon på immunsystemet. Interessant nok er kromosomområdet 
funnet å være endret i lymfomer og er også involvert i genetisk disposisjon for kronisk 
allergisk encephalomyelitt og kollagenindusert artritt (2;3). 
TSAd sin struktur og funksjonelle DNA-sekvenser 
For å se videre på funksjonen til SH2D2A-genet, blir det sekvensert. SH2D2A-genet er       
11 000 basepar (bp) langt, men cDNA for TSAd er vesentlig mindre, ca 1600 bp. Genet 
består av 9 eksoner, som koder for det ferdige proteinet, og 8 introner, som blir spleiset ut (se 
figur nedenfor) (2;3). 
 
I det sekvenserte DNA-materialet kan man, ved hjelp av genanalysedataprogrammer, først 
lete etter et startkodon. Et mulig startkodon (ATG) finnes ved nukleotid 87, og cDNA koder 
for 389 aminosyrer (aa) fra dette nukleotidet. Denne aminosyresekvensen blir så undersøkt 
for motiver som fra før har kjente egenskaper, og flere slike områder blir funnet (2;3): 
- SH2-domene: Dette området er nær den N-terminale enden av genet. Motivet er en struktur 
som er kjent å kunne binde til seg andre proteinsekvenser med fosforylerte tyrosiner, kalt 
SH2-ligander. 
- SH3-ligand: Ved den C-terminale enden finnes et prolinrikt område, som utgjør flere 
mulige ligander for SH3-domener på andre proteiner. SH3-ligander må ikke endres 
enzymatisk før SH3-domener kan binde seg til dem. 
- Tyrosiner: TSAd inneholder 10 tyrosiner (Y) som kan fosforyleres og potensielt binde 
andre proteiner med SH2-domener. 
Sjematisk fremstilling av SH2D2A-genet (nederst), cDNA som transkriberes fra genet(i midten) og det ferdig 
translaterte proteinet TSAd (øverst).             (Bygget på Dai et al, 2000) 
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- PTB-ligand: To av tyrosinene på TSAd er mulige ligander for fosfotyrosinbindende 
domener (PTB). Dette er aminosyresekvensene NPQY og NPIY ved den C-terminale enden. 
- Seriner og Threoniner: Det er flere ulike steder på peptidkjeden som kan fosforyleres, da 
de inneholder aminosyrene Serin eller Threonin. 
Funksjonelle egenskaper ut fra gensekvens 
Av gensekvensanalysene som er referert ovenfor, ser man at proteinet selv ikke kan 
fosforylere andre peptid, men inneholder flere mulige bindingssteder for andre proteiner. 
TSAd mangler videre hydrofobisk signalsekvens, transmembranregioner og 
kjernelokaliseringssekvenser, og det er derfor hevdet at TSAd var lokalisert i cytoplasma (2). 
Dette peker i retning av at TSAd er et adaptorprotein. 
 
Adaptorproteiner virker som bindeledd mellom proteiner, uten selv å enzymatisk forandre de 
involverte proteinene. Adaptorproteiner kan også fungere som en bro mellom protein og 
reseptor. De kan i tillegg fungere som festeledd for proteiner til cytoskjelettet eller 
membraner i cellen, og således styre hvor proteiner skal transporteres eller samles. Videre 
kan de binde seg til enkeltprotein og således regulere deres aktivitet i form av bindingen (8). 
Hvilke protein TSAd vil kunne binde, bestemmes av de aktive domenene på proteinet. 
 
Mulige bindingspartnere kan man finne i store databaser ut ifra gensekvens, og slike søk er 
gjort for TSAd. Flere hypotetiske bindinspartnere er funnet, og de som etter hvert er bekreftet 
i videre forsøk gjennomgås nærmere senere i oppgaven. 
TSAd er funnet i andre celler og dyremodeller 
TSAd blir senere påvist av andre forskningsgrupper i T-celler fra mus eller andre cellesystem 
enn i T-celler. Disse proteinene får andre navn, men er enten identiske eller har stor likhet 
med TSAd: 
-VRAP: VEGF-reseptorassosiert protein. VRAP er det samme som humant TSAd (hTSAd). 
Proteinet er funnet i et cDNA-bibliotek fra T-celler isolert fra et germinalsenter i humane 
lymfeknuter (4). 
-LAD: Lck-assosiert adapter protein. LAD er den murine homologen til TSAd (mTSAd) og 
er isolert i T-celler fra mus (5). Dette er et protein på 366 aa med SH2-domene og SH3- og 
PTB-ligander, pluss et såkalt ”zink-finger motif”. Lad har 68 % sekvenslikhet og 76 % 
peptidkjede-likhet med TSAd, og inneholder 8 i stedet for 10 tyrosiner. Den C-terminale 
enden er 21 aa kortere, og genet består av bare syv eksoner. 
-RIBP: Rlk/Txk og Itk-bindende protein. Dette er samme protein som LAD. Proteinet er 
isolert i murine T-celler (6). 
-rTSAd: I rotte er en homolog til TSAd-genet isolert fra et cDNA- bibliotek av NK-celler. 
Genet er lokalisert til 2q34, består av en åpen leseramme på 1160 bp og koder for et protein 
på 376 aa, som viser større likhet med Lad (87 % aa-identitet) enn med hTSAd (70 %). 
rTSAd inneholder de samme aktive domener som mTSAd (7). 
 
Den karboksylterminale enden til TSAd/VRAP er altså vesentlig forskjellig fra den på 
LAD/RIBP/rTSAd, men funksjonen til alle proteinene vil sannsynligvis være 
sammenlignbare. Forskning på dyr vil derfor, med visse modifikasjoner, kunne belyse 
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hTSAd sin funksjon i mennesket. Dyreforsøk vil også muligjøre bruk av teknikker som av 
etiske grunner ikke utføres på mennesker. 
Ekspresjon av TSAd-protein i ulike celler 
Ved hjelp av såkalte ”nothern blot” (nb), en laboratorieteknikk basert på elektroferese av 
RNA og probing med radioaktivt merkede polynukleotider, for å vise binding mellom 
mRNA-fragmenter og probe, kan en se om et gen blir transkribert. SH2D2A-genet er 
opprinnelig vist i nb fra flere cellelinjer å være uttrykt i hovedsakelig lymfoid vev, særlig 
NK-celler og aktiverte T-celler (2;5;6;7). Ekspresjon av TSAd-mRNA er imidlertid i senere 
forsøk vist å være uttrykt i andre cellelinjer, deriblant epiteliale cellelinjer (Se nb nedenfor) 
(4;5;6;14). Dette kan tyde på at TSAd har funksjoner i flere celler. 
 
At cellene uttrykker mRNA, betyr likevel ikke at cellene inneholder aktivt protein. Dette kan 
imidlertid undersøkes i såkalte ”western blot” (wb), der proteiner påvises ved hjelp av 
merkete antistoffer som vil gi signal på for eksempel en røntgenfilm. I slike wb er det 
bekreftet at TSAd befinner seg i flere epiteliale og hemapoietiske cellelinjer (2;4;6;14). 
 
Ved bruk av såkalt immunhistokjemi (IHC. Teknikken er beskrevet mer utførlig på side 27) 
av normal munnslimhinne, er TSAd påvist i basale keratinocytter (15). Farging er i hovedsak 
begrenset til å inkludere noen få basale keratinocytter. Dette er celler som er aktive i mitotisk 
celledeling, og som således bidrar til å opprettholde vevshemostasen. 
 
Ved bruk av såkalt immuncytokjemi er TSAd funnet å være uttrykt både i cytosol og inne i 
kjernen (6;9;15;16). Dette tyder på at TSAd også kan ha oppgaver i kjernen. 
Transkripsjonsvarianter av TSAd som mangler ekson 7 eller funksjonelt SH2-domene finnes 
bare i cytosol (9). Også en mutert TSAd-variant, uten normalt SH2-domene, er kun lokalisert 
til cytosol. Dette viser at både SH2-domenet og den prolinrike delen av TSAd er nødvendig 
for at TSAd translokerer inn i cellekjernen. 
 
 
Nothernblot som viser mRNA-TSAd-ekspresjon i flere celler. (Choi et al, 1999) 
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mTSAd er også funnet ved det mikrotubulære organisasjonssenteret (MTOC) i cytoplasma. 
Etter stimulering av T-cellen blir MTOC reorientert til den immunologiske synapsen, og 
Zap70 , LAT og SLP76 er nødvendig for denne polariseringen av MTOC (17). 
Ulike transkripsjonsvarianter av TSAd 
Fem ulike kloner av SH2D2A-genet er til nå isolert (3): 
- SH2D2A-1:Representerer villtypen av TSAd. Transkripsjonsvarianten inneholder ekson 1–
9 med til sammen 389 aa i det ferdige peptidet. Varianten utgjør 60-75 % av total TSAd-
mRNA-mengde i hvilende og aktiverte T-celler (9). 
- SH2D2A-2: Denne varianten har en delesjon på 31 bp i ekson 2, noe som gir et kortere 
ekson og et TSAd-protein på 369 aa. Klonen utgjør 10-15 % av TSAd-mRNA. 
- SH2D2A-3: Dette transkriptet har et alternativt startkodon ved nukleotid 170 i stedet for 87 
i ekson 2. Produktet mangler ekson 1, men har et lengre ekson 2 enn villtypen. Det koder for 
et TSAd-protein på 359 aa, og utgjør 10-15 % av mRNA. 
- SH2D2A-4: mRNA-sekvensen har en insersjon av 30 bp i intron 3, noe som gir et lengre 
ekson 4. Peptidet består således av 399 aa. Intron 3 er i SH2-domenet, og insersjonen gir et 
dysfunksjonelt protein. Ekspresjonen av denne varianten er også svært lav i T-celler. 
- SH2D2A-5: Denne klonen er funnet i et bibliotek fra konglekjertelen. Transkriptet mangler 
blant annet ekson 7 og dermed flere prolinrike områder og et NPIY-motiv i den C-terminale 
enden. Peptidet er på 294 aa og TSAd-mRNA utgjør 5-10 % av total mengde. 
Ulike allelvarianter av TSAd 
Det er ikke bare ulike transkripsjonsvarianter som kan forandre funksjonen til gener. Alle 
gener kan også inneholde ulike mutasjoner. Noen er tilfeldige og kan for eksempel skyldes 
DNA-skade i en somatisk celle. Andre mutasjoner nedarves stabilt i en populasjon, og de gir 
opphav til forskjellige alleler (genvarianter) som er fordelt i befolkningen i så store 
fraksjoner, at de ikke kunne bli opprettholdt av tilfeldige mutasjoner alene. Slike mutasjoner 
kalles polymorfismer. Variantene kan endre de funksjonelle egenskapene til et gen, og 
dermed være assosiert med sykdom. 
 
Ulike singelnukleotidpolymorfismer (SNP) er funnet i SH2D2A-genet ved sekvensering av 
PCR-produktene fra DNA fra flere personer. Både transisjoner (et nukleotid skifter til et 
annet) og delesjoner (et nukleotid faller bort) er funnet i intron 2 og 8, fire SNP til sammen. 
Videre er en dinukleotidrepitisjonspolymorfisme (mikrosatelitt) funnet. Blant 271 nordmenn 
er 15 ulike allel funnet, med variasjoner av antall GA-repitisjoner fra 13-29 (men ikke 14 og 
15 repetisjoner). Polymorfismen er funnet i posisjon -340 fra første startkodon, altså i 
promotorregionen, et DNA-område som regulerer gentranskripsjon (3). 
TSAd-genet er assosiert med autoimmune syksommer 
For å undersøke om GA-polymorfismene i SH2D2A-genet er assosiert med sykdom, 
analyserte man DNA fra 313 norske pasienter med multippel sklerose (MS), en kronisk 
inflammatorisk sykdom i CNS, og sammenlignet genmaterialet med 227 friske kontroller. 
Hos MS-pasientene finner man økt forekomst av personer med korte allel, det vil si få 
repetisjoner av GA (13 og 16 repetisjoner). Det kan tyde på at SH2D2A-genet bidrar til MS-
risiko (10). 
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De funksjonelle egenskapene til de korte variantene av polymorfismene er så undersøkt ved 
hjelp av wb. T-celler med disse variantene har lavere ekspresjon av TSAd, og dette kan være 
en mulig mekanisme for hvordan en dysregulert immunrespons kan gi sykdom. 
 
Blant 210 pasienter med juvenil rhematoid artritt (JRA), en kronisk inflammasjonssykdom i 
ledd hos barn, sammenlignet med 558 friske kontroller er det igjen funnet at affiserte 
personer har overhyppighet av GA13-allelet, mens GA16-allelet ikke viser slik forskjell. Flere 
personer med sykdom er også homozygote eller heterozygote for de korte variantene (11). 
Regulering av TSAd-transkripsjon 
Gentranskripsjon reguleres ved ulike mekanismer. Ofte vil initiering av transkripsjon være 
avhengig av stimulering av et DNA-område like oppstrøms for hovedgenet, kalt promotor. 
Promotoraktivitet styres av ulike transkripsjonsfaktorer. Dette er proteiner, som etter 
aktivering av andre proteiner i signalkaskadene, kan binde seg direkte til DNA-molekylet og 
regulere aktiviteten i promotor og gen. Slike DNA-bindende elementer kan finnes både nært 
og i stor avstand fra hovedgenet, og både oppstrøms og nedstrøms. Til sammen kan mange 
transkripsjonsfaktorer og DNA-segmenter inngå i flere kompleks som regulerer 
gentranskripsjonen. 
 
Det er vist at ekspresjonen av TSAd ble indusert av aktivering av T-cellen (2). At 
genekspresjonen øker, kan ses både i nb og wb (se bildet nedenfor). Det er derfor naturlig å 
tenke seg at TSAd kan ha en rolle i signaltransduksjonen etter T-celleaktivering. 
 
Ved å undersøke allerede initierte RNA-transkript i kjerner fra stimulerte og hvilende celler i 
såkalte ”run on assays”, er det vist at initiering av transkripsjon regulerer ekspresjon av 
SH2D2A-genet (12). SH2D2A-genet inneholder imidlertid ingen TATA-boks, eller andre 
kjente regulatoriske element i promotoren. Dermed må man lete seg fram til alternative 
elementer på genet som kan ha betydning for regulering av gentranskripsjon. Ved å 
undersøke ulike lengder av promoterregionen til SH2D2A, finner man at slike regulatoriske 
elementer finnes i området -240 bp ovenfor første startkodon (13). 
 
En slik promotor kan imidlertid inneholde flere bindesteder for transkripsjonsfaktorer. Ved 
hjelp av et dataprogram er det derfor blitt søkt etter eventuelle bindesteder for kjente 
transkripsjonsfaktorer, og flere mulige områder er funnet. Ved hjelp av såkalt 
”elektromobility skift assay” er det identifisert et område fra nukleotid -117 som inneholder 
et såkalt cAMP-responsivt element (CRE), som kan regulere transkripsjonen av TSAd. Ved å 
I blotet ser man at ekspresjon av TSAd øker i timene etter T-cellestimulering.    (Sundvold et al, 2000) 
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lage en mutasjon i dette CRE-elementet kan en se i et såkalt luciferase promoterassay at 
aktiviteten til SH2D2A-genet er betraktelig lavere enn umutert promoter av samme lengde 
(13). 
 
For å vise at genregulering av TSAd er cAMP responsiv, er T-celler blitt stimulert med en 
syntetisk cAMP-analog (8-CPT). Dette medfører økt aktivitet i normale T-celler, men mindre 
aktivitet i den muterte varianten (uten CRE). Dette viser at promotoren sannsynligvis er 
avhengig av cAMP. Denne cAMP-medierte ekspresjonen blir videre blokkert av H89, et stoff 
som blant annet inhiberer protein kinase A (PKA). Cellen stimulert med 8-CPT er senere 
undersøkt med og uten samtidig hemming av en translasjonsinhibitor (CHX) (12). Tilførsel 
av dette stoffet hemmer transkripsjonen av SH2D2A, noe som viser at noen 
transkripsjonsfaktorer er avhengig av kontinuerlig syntese for å opprettholde transkripsjonen 
av SH2D2A-genet. 
TSAd reguleres også posttranskripsjonelt 
Mange gener reguleres også post-transkripsjonelt. Slik regulering gir mulighet for en raskere 
effekt og dermed et akutt svar på ytre forandringer. 
 
Det er oppdaget at det bare er TSAd-mRNA, men ikke TSAd-protein, som øker ved 
stimulering med cAMP. Om en preinkuberer cellene med 8-CPT og deretter tilsetter anti-
CD3-kuler, får en imidlertid en raskere og mer uttalt ekspresjon av TSAd protein, også om en 
stimulerer cellene i nærvær av et transkripsjonshemmende stoff (DRB). Dette viser at 
ekspresjonen av TSAd-protein induseres raskere ved CD3-stimulering når cellene er 
forbehandlet med cAMP (12). 
 
For å undersøke om cAMP-indusert mRNA ikke er translatert fordi cAMP-indusert mRNA 
er holdt tilbake i cellekjernen, er kjernen og cytoplasma blitt delt opp i to forskjellige 
fraksjoner, analysert i wb med antistoff mot kjerne- og cytosolprotein og mRNA i de ulike 
fraksjonene målt. Det er ikke observert noen forskjeller i fordeling av mRNA i fraksjonene 
etter stimulering, og den translatoriske regulering skjer altså ikke her (12). 
 
Om PKA-inhibitoren H89 er tilsatt under forsøket ovenfor, er mengden protein høyere enn 
uten tilsetning, mens mengden mRNA er mindre. Dette viser at translasjonen av preformert 
TSAd-mRNA ikke er avhengig av kontinuerlig stimulering med cAMP, og at cAMP faktisk 
kan hemme translasjonen videre ut i forløpet gjennom PKA-signalveien, om cAMP fortsettes 
å tilføres. CD3-stimulering overstyrer imidlertid hemmingen, slik at TSAd-protein 
produseres på tross av inhiberingen (12). 
TSAd binder flere protein 
For å forstå funksjonen til TSAd, er det nødvendig å vite hvilke protein TSAd interagerer 
med. 
 
En teknikk som kan brukes, er å undersøke ko-immunopresipitasjon (ko-IP) av proteiner. 
Ved å tilsette et antistoff mot et protein til et celle-lysat, vil en kunne isolere dette proteinet, 
og også dets interagerende proteiner. Antistoffet med bundet protein fanges opp fra lysatet 
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ved hjelp av protein G festet til sepharose kuler. Etter vask kan proteinene som sitter på 
kulene, separeres ved hjelp av elektroforese og undersøkes ved hjelp av wb. 
 
Når en har funnet at to proteiner interagerer på denne måten, kan interaksjonsstedet 
undersøkes nærmere ved å lage mutasjoner i cDNA i de ulike potensielle bindingsstedene. 
Slike cDNA overføres til celler ved hjelp av transfeksjon og vil bli uttrykt i cellene som 
mutert protein. Hvis de fortsatt har evne til å interagere med andre proteiner, vil en fortsatt se 
ko-immunopresipitasjon som beskrevet overfor. Hvis mutasjonen har ødelagt bindingsstedet, 
bortfaller også interaksjonen. 
 
I stedet for antistoffer, kan en også undersøke interaksjon mellom to proteiner ved hjelp av 
rekombinante proteiner som benyttes som ”antistoff” i tilsvarende forsøk som beskrevet for 
ko-IP. Et alternativ er å benytte ”Far western blot”, der rekombinant protein brukes direkte 
som ”antistoff” i wb. En positiv ”Far Western” viser at vil bindingen mellom to proteiner er 
direkte. 
 
Ytterligere en metode som kan benyttes for å vise protein-protein interaksjon er ”Yeast Two 
Hybrid screen”, et system som detekterer spesifike protein-proteininteraksjoner in vivo. 
 
Ved ulike metoder er TSAd vist å binde flere proteiner (se tabell nedenfor). Blant annet 
binder TSAd seg til Lck i T-celler (5;18). Både SH3-liganden og SH2-ligander på TSAd sin 
C-terminale ende, er viktig for interaksjon med Lck (19). I tillegg er det vist at TSAd kan 
binde seg intracellulært til ett av de fire tyrosinene (Y951) på VEGF-reseptor 2 i humane 
endotelceller (20). TSAd er også vist å binde Sma- og MAD-relaterte proteiner (Smad2 og 3) 
(21). Den tyrosinfosforylerte C-terminale enden på mTSAd binder seg til SH2-domene på 
RasGAP i T-celler fra mus (22). mTSAd binder også reseptorlignende proteinkinaser 
(Rlk/Txk) og IL2-indusert T-cellekinase (Itk) i samme T-celler (6). I andre forsøk er det vist 
binding mellom MEKK2 (aa228-282) og mTSAd i T-celler (23). I lungeepitelceller binder 
pY292 (fosforylert tyrosin) og pY302 på mTSAd seg til Grb2 sitt SH2-domene. I samme forsøk 
er det vist at mTSAd binder til et intracellulært kinasebindende område (KI) på PDGF-
reseptoren, trolig på pY716-motifet (analogt til TSAd sin binding til KDR). Binding til 
reseptoren er mediert via SH2-domenet på mTSAd. Det er videre vist at mTSAd kan binde 
PLC-γ (5). 
 
Kjente proteiner som interagerer med TSAd 
Reseptorer Intracellulære proteiner 
 
VEGF-A 
PDGF 
 
Smad 2 og 3 
MEKK2 
Grb2 
RasGAP 
Lck 
Itk 
Rlk / Txk 
PLCγ 
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Aktivering av TSAd sine proteininteraksjoner 
En viktig mekanisme for signaloverføring i cellen er aktivering eller hemming av 
signalproteiner gjennom fosforyleringer. Ved hjelp av anti-fosfotyrosin antistoff i wb, kan 
man se om proteiner foreligger i fosforylert form, og sammenligne dette med 
fosforyleringsmønsteret normalt i cellene, før aktivering. Ved å lage mutasjoner i hver av de 
ulike potensielle fosforyleringsstedene på proteinene, kan man identifisere hvilke aminosyrer 
som blir involvert av fosforyleringen, og dermed er nødvendige for aktivering. 
 
Mengden av tyrosinfosforylert TSAd i kompleks med Lck blir oppregulert etter stimulering 
av T-cellen (19). Assosiasjon mellom TSAd og Lck fører til en tilsynelatende reduksjon av 
Lck sin tyrosinkinaseaktivitet. Forsøkene indikerer videre at den delen av TSAd sin C-
terminale ende som kodes av ekson 7, er nødvendig for interaksjon (9). 
 
Ekspresjonen av mTSAd blir også indusert etter stimulering av lungeepitelcellen, hvorpå 
TSAd binder seg til fosforylert PDGFR og selv blir fosforylert som resultat av dette (14). 
VEGF-A-stimulering av endotelceller induserer TSAd-KDR-interaksjon, noe som gir 
fosforylering av PLCγ og PI3-kinase (4). Videre fører aktivering av T-celler (med EGF, 
H2O2- og sorbitolstimulering) til økt binding mellom MEKK2 og mTSAd og fosforylering av 
begge proteinene (23). Etter aktivering av naive T-celler blir også ekspresjonen av Itk og 
mTSAd oppregulert, mens Rlk blir nedregulert. Rlk blir dessuten observert i større mengder i 
Th1-celler enn i Th2-celler (6). Smad2 og 3 er vist å bli fosforylert gjennom et 
membranbundet kompleks med en serin/treonin-kinasereseptor og TSAd etter TGFb-
stimulering av cellene (21). 
Betydning av proteininteraksjoner for signaltransduksjon og gentranskripsjon 
På grunnlag av proteininterasjonene 
beskrevet ovenfor og normalfunksjonen til 
de signalveiene proteinene involverer, er det 
mulig å gi forklaringsmodeller på hvordan 
TSAd virker i cellen. (Se skisse på side 31). 
 
Effekten av at TSAd binder til Lck er 
usikker og til dels motstridende. Lck 
oppregulerer normalt IL2-produksjon i T-
celler via modulering av c-fos/c-jun 
genekspresjon, og IL-2 virker som en 
vekstfaktor for T-celler. I forskjellige studier 
er det vist både økning (6) og hemming (18) 
av IL2-promoteraktiviteten i celler som 
uttrykker TSAd (se figur til høyre). 
 
De ulike resultatene kan ha sammenheng med oppsettet og metodene som er brukt i de ulike 
forsøkene. Overekspresjon av TSAd, som er brukt for å teste normalfunksjonen, fører for 
eksempel til ubalanse med proteinet i forhold til bindingspartnerne. Dette kan dermed 
forandre de funksjonelle egenskapene til TSAd. Det kan også tenkes at TSAd har ulike 
funksjoner i cellen. Ettersom TSAd blir indusert etter T-cellestimulering, kan Lck ha fullført 
 
Luciferaseassay for IL2-promoteraktivitet 
i T-celler med eller uten TSAd-ekspresjon. 
(Bygget på Sundvold et al, 2000) 
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sin initiale signalfunksjon før TSAd blir uttrykt, og deretter gjøre andre oppgaver i cellen. 
TSAd kan muligens styre lokalisasjonen til Lck mot membranen eller andre deler av cellen. 
 
Rlk/Txk og Itk er også proteiner som inngår i signalveiene for T-celleaktivering. Mangel på 
mTSAd er vist å hemme T-celleproliferasjon gjennom nedregulert IL-2 og IFNγ-produksjon, 
mens CD28 kostimulering delvis kompenserer for dette (6). TSAd kan på en annen side virke 
som et negativt, regulerende protein for RasGAP, noe som igjen gir nedregulering av IL-2-
transkripsjon og dermed hemming av T-celler (22). 
 
Grb2 kan i kompleks med Sos og mTSAd stimulere Ras/MAPK-signalveien. Dette fører i 
enden av kaskaden til aktivering av AP-1 promotoren. I lungepitel, hvor disse funnene er 
gjort, er slik aktivering viktig i utviklingen av lungeepitel og alvoler. Det er også påpekt at 
maligne celler i primær lungekreft uttrykker PDGF og PDGF-reseptor (14). 
 
Interaksjon mellom mTSAd og MEKK2 etter EGF-stimulering aktiverer MEK5-BMK1/ 
ERK5-signalveien. Dette kan føre til aktivering av transkripsjonsfaktorer i MEF2-familien, 
noe som er viktig for cellevekst og cellesyklusprogresjon i flere typer celler (17;23). 
 
Smad2 og 3 er også involvert i regulering av celleproliferasjon, differensiering og apoptose, 
blant annet gjennom regulering av Id1 og Id3, som er kjente proto-onkogener (21;24). 
 
VEGF-stimulering av VEGFR i endotel induserer fosforylering av PLCγ og PI3-kinase 
(4;20). Dette gir videre aktivering av blant annet mitogenaktiverte proteinkinaser (MAPK) og 
Akt-serintreoninkinase (akt). De overordnede effektene av stimulering er således regulering 
av celleoverlevelse, proliferasjon, permeabilitet, migrasjon og utvikling av celler i blodårer, 
lymfeårer og immunsystemet, hvor reseptoren er uttrykt, via et komplisert mangfold av 
signalveier, hvor TSAd altså er involvert.  
 
Et viktig stimulus for oppregulering av VEGF-A er hypoksi, noe som kan opptre ved sykdom 
og kreft. VEGFR-2-ekspresjon induseres i cancervev, og med utganspunkt i at de fleste 
tumorer trenger vaskularisasjon for å overleve og å spre seg, gir dette et interessant 
utgangspunkt for klinisk intervensjon mot kreft. 
 
I ekspresjonsprofilene til alle gener involvert i utviklingen av det vaskulariserte laget i retina, 
noe som er undersøkt ved såkalte ”microarrays”, finnes gener med funksjoner innen 
proliferasjon, nevral diffiresiering og vaskularisering. Blant annet er SH2D2A-genet vist å ha 
oppregulert transkripsjon, noe som underbygger TSAd sin funksjon i angiogenesen (25). 
TSAd som transkripsjonsfaktor 
Med utgangspunkt i at TSAd gir økt IL-2 transkripsjon, og at TSAd også er lokalisert i 
kjernen, er det senere vist at TSAd kan virke som en transkripsjonsfaktor. SH2-domene på 
TSAd er nødvendig for å binde proteinet til en ligand, som kan transportere TSAd inn i 
cellekjernen (16). 
 
I en microarraystudie er 107 gener i CD4+-celler funnet å bli positivt regulert av TSAd, mens 
ingen gener er funnet negativt regulert. Blant de positivt regulerte genene finnes en 
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Forstørret milt til høyre. 
(Drappa et al, 2003) 
intracellulær kloridkanal 4 (CLIC4), c-Myc (en human homolog av et virusonkogen funnet i 
myelocytomatose), Heat Shock Protein på 60 kDa (Hsp60), IL2 og INF-γ. Noen av disse 
proteinene har en pro-apoptotisk funksjon, og om de blir nedregulert vil de kunne gi 
apoptoseresistens (26). 
TSAd-knockoutmus 
En knockoutmus (KO-mus) er en musestamme som gjennom genmodifisering og spesielle 
avleteknikker, helt eller delvis mangler genekspresjonen av ett eller flere protein, og dermed 
kan man få et inntrykk av normalfunksjonen til det aktuelle proteinet. 
 
I En KO-mus som ikke har ekspresjon av TSAd (KO TSAd -/-), er det oppdaget at T-
celleproliferasjonen i musen etter stimulering er mindre uttalt enn i normalmus. 
Cytokinproduksjon av IL-2 og IFNγ er også mindre, noe som vil fremme Th1-
celledifferensiering. Det er imidlertid ingen forskjell i IL-4 produksjon, som normalt vil 
stimulere Th2-celler (6). 
 
Musene er videre mer sårbare for lupuslignende autoimmun sykdom. De utvikler således 
hypergammaglobulinemi av alle IgG subklasser og IgM. Musene har også forskjellige 
autoantistoffer i blodet, både antinukleære antistoffer (ANA), antistoffer mot cardiolipin og 
IgG-autoantistoffer (rheumatoid faktor). Videre ser man opphopning av IgG 
immunkomplekser i nyrene med utvikling av glomerulonefritt. En annen observasjon er 
leukocyttinfiltrasjon i lungevevet og forstyrrelse av den fine arkitekturen av alveolene. 
Forandret arkitektur er også funnet i andre vev, som lymfeknuter, thymus og milt (26). 
 
T-cellene i eldre mus har i tillegg en mer aktivert fenotype. 
IL-2 produksjonen in vivo går ned, noe som kan bidra til 
redusert apoptose i disse musene. Det er blant annet 
observert akkumulering av T- og B-celler i milt og thymus, 
noe som gir henholdsvis splenomegali (som vist i bildet til 
høyre) og thymusmegali. Årsaken til dette kan være at T-
cellene i KO-musene er resistente mot antigenindusert 
celledød, noe som også er vist å bidra til utvikling av 
autoimmunitet (26). 
 
Det er også vist at vekst og åretetthet i tumorer er redusert 
hos KO TSAd -/- mus (27). 
 
KONKLUSJON 
TSAd er et adaptorprotein med SH2-domene, SH3- og PTB-ligand og flere Ser/Thr-
fosforyleringsteder. Proteinet kodes av SH2D2A-genet på kromosom 1q21, en region hvor 
flere immunregulatoriske protein finnes. TSAd uttrykkes hovedsakelig i epiteliale og 
hemapoietiske cellelinjer, særlig T-celler, og induseres etter stimulering av disse cellene. 
Funksjonen er ukjent, men TSAd er trolig involvert i regulering av signaltransduksjon og 
transport av protein i flere signalsystem og celletyper. Det er vist at TSAd binder til og 
regulerer protein som Lck, Rlk/Txk, Itk, PLCγ, RasGAP, Grb2, MEKK2, Smad2 og 3, 
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VEGFR og PDGFR. Dette er reseptorer og signalmolekyler som er viktige mediatorer i 
signalveier som Ras-, PLCγ-, JNK- og ERK-signalveien. Dette er signalkaskader med 
mangfoldige effekter, deriblant regulering av normal cellevekst, celledifferensiering og 
apoptose, dessuten angiogenese og organisering av epitelvev. Særlig har TSAd blitt studert i 
T-celler, hvor den blant annet kan virke som en hemmer av T-celleaktivering via binding til 
Lck med påfølgende nedregulering av IL2. Det er også vist at TSAd kan være en 
transkripsjonsfaktor. KO TSAd -/- mus utvikler autoimmun sykdom og apoptoseresistens, 
med påfølgende sykdom i flere organ. Korte allelvarianter av TSAd-genet er dessuten 
assosiert med autoimmune sykdommer som MS og JRA. 
 
 
 
 
Oversikten viser hvilke proteiner TSAd (gult) binder direkte (grønt), noen av signalveiene som 
 involveres (rosa), noen av transkripsjonsfaktorene som aktiveres (blått) og noen av de kjente 
genproduktene transkripsjonsfaktorene virker på (liten skrift i kjernen). Øverst skisseres hvilke 
 reseptorer som er utgangspunktet for signaltransduksjonen, og et molekyl som kan stimulere  
disse reseptorene. De reseptorene TSAd er vist å binde, er i kontakt med TSAd-markøren.  
Skissen er en sterk forenkling, da mange andre intracellulære protein inngår i signalveiene. 
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Forskningsarbeid på laboratoriet 
Målsetningen for arbeidet 
Generelt gjøres mange studier innen cellebiologi på celler i kunstige miljø utenfor 
organismen (in vitro). Forskerne prøver å simulere et fysiologisk miljø, men man kan ikke 
være sikker på om de samme virkningne man ser in vitro vil observeres i mennesket (in 
vivo). 
 
For å komme nærmere hvilke oppgaver et protein har i cellen slik den forekommer i kroppen, 
kan en studere ekspresjonen til proteinet slik den opptrer i vev, og sammenligne dette med 
observasjoner gjort in vitro. Men heller ikke dette vil gjenspeile den fullstendige 
virkeligheten, da preparering av vev og laboratorieteknikker også påvirker det naturlige 
cellemiljøet. Det var imidlertid dette som var utganspunktet for mitt arbeid på laboratoriet. 
 
Forskningen som blir presentert her, hadde flere siktemål: 
- Undersøke hvordan celler som uttrykker TSAd er lokalisert i thymus. Hypotesen var at 
siden TSAd er vist å bli indusert etter T-celleaktivering, så ville TSAd-positive celler 
hovedsakelig finnes i bestemte strukturer i dette lymfoide organet. 
- Kartlegge ekspresjonen av TSAd i andre vev. 
 
De fleste prosedyrene, som er brukt under forskningsarbeidet, står referert i eget vedlegg. De 
er basert på informasjon hentet fra nettet (28) eller fra et trebindsverk om 
laboratorieteknikker (29). 
Prosessen med å lage vevssnitt 
De fleste vevssnittene som skulle undersøkes, ble hentet fra mus og rotte. Grunnen til at slike 
arter ble brukt som forsøksdyr, var at de viser stor likhet med DNA hos mennesket, og at de 
er forholdsvis enkle og kostnadseffektive å avle fram og fø på. 
 
Både ubehandlede (n-mus, C57BL6) og immunstimulerte mus (i-mus, C57BL6) ble 
undersøkt. Immuniseringen ble gjort ved at musene fikk sprøytet inn 50 µg ovalbumin i 
komplett Freunds adjuvans, som er kjent for å trigge en immunrespons, to uker før avliving. 
Det ble også hentet organer fra knockout-mus (KO-mus) som manglet TSAd-ekspresjon. 
 
Prosessen med å lage ferdige snitt, 
klare til bruk, var lang. Først måtte 
musene avlives, noe som enten ble 
gjort ved nakkestrekk, eller å plassere 
dem i et kammer fylt med CO-gass. 
Deretter ble dyrene dissekert med saks 
og pinsett, og aktuelle organ ble tatt ut 
(se bildet til høyre). Organene måtte så 
fikseres raskt, for å unngå autolytiske 
prosesser, og de ble derfor lagt natten 
over i 4 % formaldehyd-løsning i 
kjøleskap. Åpnet normalmus, klar for uthenting av organ. 
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Denne fikseringsprosessen kan imidlertid slite på vevene og ødelegge en del biologiske 
strukturer i vevet, blant annet antigener. Om man ønsker å avgrense disse skadene, kan man 
bruke ufiksert materiale som raskt blir fryst ned. Noen frysesnitt ble da også brukt i denne 
oppgaven. 
 
Etter fiksering ble organene delt opp i passende biter. Vannet ble så trukket ut av vevene ved 
bad i stigende alkoholstyrke, hvorpå bitene ble støpt inn i parafinblokker, noe som gjør det 
mulig å snitte opp organene. Selve oppsnittingen ble gjort på en maskinell kutter, og som 
regel ble tykkelsen på skivene valgt til 5 µm. Ved denne tykkelsen unngår man at snittene 
blir revet opp, samtidig med at stort sett bare ett lag med celler vil bli synlig i mikroskop, noe 
som gir god oversikt i preparatet. De tynne vevsbitene ble så overført til et vannbad og 
plukket opp på objektglass, som velges ut i fra hvilken fargemetode man skal bruke videre. 
Etter et døgn i tørkeskap, var snittene godt festet på objektglasset og klar for videre bruk. 
Fremstilling av antistoff 
For å identifisere og lokalisere TSAd i snittene ovenfor, kan man lage antistoffer som bare 
binder seg til dette proteinet (1;30). Bindingen kan deretter påvises ved forskjellige teknikker 
som gir et fargesignal der hvor interaksjon foreligger, og signalet kan videre detekteres i et 
egnet mikroskop. Slik fargeteknikk kalles immunhistokjemi (IHC). 
 
Det er flere måter å fremstille antistoff på. En mulighet er å introdusere et fremmed antigen, 
oftest et mindre peptid fra de terminale endene på molekylet man ønsker antistoffer mot, til et 
forsøksdyr, for eksempel esel (E), geit (G) eller kanin (K). Kanin er mye brukt da det er et 
forholdvis lite dyr og lager en stor nok mengde antiserum med antistoffer, som har 
tilfredsstillende konsentrasjon og spesifisitet. Kaninantistoffer finnes i tillegg bare i en IgG 
subklasse og er derfor enkle å rense opp. Antistoffene har imidlertid en tendens til å binde 
seg til Fc-reseptorer på celler hos andre arter, noe som kan gi problemer i IHC. 
 
Immuniseringen gjøres oftest med en subkutan sprøyteinjeksjon. Dyret vil så indusere en 
immunreaksjon mot aktuelle epitoper på antigenet med påfølgende antistoffproduksjon. En 
slik immunreaksjon vil alltid føre til at en rekke B-celler reagerer, og det dannes mange 
kloner med forskjellig spesifisitet mot flere epitoper på antigenet. Derfor er antistoffer i 
serum fra immuniserte dyr polyklonale, og spesifisiteten kan derfor variere. Om bare en B-
celle ble isolert og oppformert, ville antistoffene reagerere mot bare en enkelt epitop og 
kalles da monoklonale. 
 
Det kan ta flere uker etter immuniseringen før plasmacellene begynner å produsere IgG, som 
er de antistoffene som egner seg best i IHC-farging. For å få sterkest mulig stimulering, flest 
IgG-antistoffer og høyere affinitet, gjentas derfor immuniseringen i flere etapper med 2-3 
ukers mellomrom. 2-3 mnd etter første immunisering kan antistoffene høstes. Etter å ha 
tappet serum fra dyret, kan antistoffer i serumet isoleres ved hjelp av membraner (kolonner) 
som kan binde enten alle IgG-antistoffene, eller bare de antigenspesifikke antistoffene. 
 
Peptidene som det immuniseres med, er ofte for små til å trigge en immunrespons. Derfor må 
peptidkjedene i mange tilfeller kobles til et større bærermolekyl. Bærermolekyler kan i 
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utgangspunktet være et hvilket som helst globulært protein, men ”keyhole limpet 
hemocyanin” (KLH) og bovint serum albumin (BSA) brukes mye. 
 
Videre benyttes forskjellige hjelpestoffer for å forsterke immunreaksjonen. Slike stoffer 
kalles adjuvanser og virker på flere måter, til dels ukjente. Ofte brukes ”Freund's complete 
adjuvans” (drepte mycobakterier i en oljeløsning) eller ”Freund's incomplete adjuvans” (uten 
bakterier), men mange andre adjuvanser eksisterer. Freuds Adjuvans fører til en lokal 
inflammasjon med en langsom frigjøring av ulike antigener og av bakterier som forsterker 
immunresponsen. 
 
Ulempen med bruk av bærermolekyl og adjuvans, er at immuncellene også kan reagere på 
epitoper i disse store molekylene og dermed danne antistoffer mot disse. Dette gir mulighet 
for uspesifikk binding mot andre epitoper i vevet enn den en ønsker å detektere under 
fargingen senere. Dette skal imidlertid skje i liten grad, da antigenene til hjelpestoffene ikke 
skal være uttrykt i normale, fysiologiske vevsprøver. 
 
Polyklonale antistoffer mot TSAd ble laget ved å injisere et peptid på 20 aa, fra den C-
terminale enden av proteinet hentet i mus (M) eller rotte (R), inn i en kanin. Peptidkjeden var 
konjugert til KLH, og Freuds adjuvans ble brukt i immuniseringsprosessen. I dette tilfellet vil 
kaninen altså lage antistoffer mot muse-TSAd (α mTSAd) eller rotte-TSAd (α rTSAd). 
Affinitetsrensning av antistoffene 
Blant antistoffene som ble fremstilt mot TSAd, kunne det tenkes at det forekom uspesifikke 
antistoffer, blant annet mot KLH og Freunds adjuvans. En måte å begrense slik uspesifikk 
farging på, er å rense antistoffene. Prinsippet er å isolere de antistoffene fra serumløsningen 
en ønsker å beholde. Dette kan gjøres ved å binde disse antistoffene til immuniserings-
peptidet i en kolonne, hvorpå resten av antistoffene som ikke binder peptidet, vaskes vekk. 
 
En affinitetsrensning er gjort for en tappeprøve (batch) fra kaninen som lagde αmTSAd-
antistoffene. I renseprosedyren ble det brukt peptid konjungert til KLH i kolonnen. Selv om 
antistoffer mot KLH først ble tatt ut i en egen kolonne, ville det ha vært mer gustig å 
konjugere peptidet til et annet bærermolekyl i renseprosessen, for eksempel BSA. 
Tappeprøvene ble renset i to påfølgende kolonner. Prøvene fra den første kolonnen ble 
market med A1-8, mens prøvene fra den andre kolonnen ble merket B1-8. 
Western Blot 
Alle antistoffer som tappes eller renses opp etter de er laget, bør først undersøkes i wb, som 
er en metode å detektere binding mellom ett eller flere antigener og aktuelle antistoffer en 
ønsker å teste. 
 
Prinsippet er at antigener spres etter størrelse (molekylvekt målt i Da) i en gel ved hjelp av 
elektroferese. Antigenene kan produseres av spesielle celler som er transfektert med cDNA 
som koder for det aktuelle antigenet. Cellene produserer også alle andre proteiner som 
normalt finnes i cellen, og disse vil også fordele seg nedover gelen. Som negativ kontroll 
brukes gjerne celler transfektert med en tom vektor (Ø), som dermed ikke vil produsere noe 
spesielt antigen. Gelene blottes så over på en membran som inkuberes med ulike 
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antistoffløsninger. Om antistoffene binder seg til antigenene, vil man kunne få fram et signal 
der hvor binding foreligger. Dette gjøres ved hjelp av merkede sekundære antistoffer. 
Merkingen kan gi et lyssignal som kan overføres til en fotofilm. Binding framtrer da som 
mørke bånd på filmen, og disse kan identifiseres etter molekylærvekt. Tydelige bånd av 
forventet lengde i den positive prøven, som ikke også ses i den negative prøven, viser 
spesifikk binding. Uspesifikk binding vil opptre som andre bånd på blottet. 
Vurdering av αTSAd-antistoffene i western blot 
I det videre arbeidet med antistoffene ønsket jeg å se om disse løsningene inneholdt 
antistoffer mot mTSAd, og om disse var renere enn urenset antistoffløsning. I tillegg ville jeg 
se om det forelå uspesifike antistoffer mot KLH. Derfor ble mTSAd produsert i Jurkatceller 
valgt som det ene antigenet, mens KLH-protein ble brukt som negativ kontroll ved siden av 
tom vektor. Utvalgte prøver fra affinitetsrensningen og urenset αmTSAd-serum (460) ble 
brukt i inkubasjonen. 
 
Som blottet til høyre med 1 
minutts eksponeringstid 
viser, binder de ulike 
batchene av det rensede 
αTSAd-antistoffet kraftig 
til KLH, noe som kan gi 
bakgrunn i vev. Det er 
mulig konsentrasjonen av 
KLH var noe høy i 
forsøket, siden man valgte 
konsentrasjon etter skjønn.  
 
Prøvene merket med A, 
viser intet spesifikt TSAd-
bånd (ca 45 kDa), og er 
sannsynligvis ubrukelige til 
IHC. 2B og 1B i de høyeste 
konsentrasjonene viser et 
fint TSAd-bånd og lite 
bakgrunn. Noen av 
forurensningsbåndene ble 
imidlertid forandret i den elektroniske bildebehandlingen, men ekstrabånd er fortsatt synlige 
på bildet i 1B (1:100). Det vil være naturlig å se en del forurensning i så høye 
konsentrasjoner. 
 
De fleste blotterekkene med tom vektor er som forventet uten bånd. Strekene i periferien kan 
være artifakt etter kantene på blottepapirene. Membranen inkubert med 460, som er 
utgangsserumet, viser heller ingen binding, og dette blottepapiret ble sannsynligvis inkubert 
uten antistoff, eller så var konsentrasjonen altfor lav. 
 
 
 
Wb av de rensede αmTSAd-antistoffene. 
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Forsøket ble så gjentatt med høyere 
konsentrasjon av 460, kraftig fortynnet 
KLH-konsentrasjon, og en membran 
inkubert med en A-batch i meget høy 
konsentrasjon. 
 
Som man ser på blottet til til høyre (1 min. 
eksponering) gir 460 sterk farging, et digert, 
nærmest sirkulært, TSAd-bånd og masse 
bakgrunn. Det er mulig at konsentrasjonen 
er litt for høy til å gi et riktig bilde. 
 
Alle B-variantene gir igjen fint TSAd-bånd 
og lite forurensing, mens A-batchene ikke 
inneholder spesifikt antistoff. Det er naturlig 
at B-batchene ble fortynnet i renseprosessen, 
og at man dermed må bruke dem i høyere 
konsentrasjoner enn 460-varianten, for å få 
fram båndene. 
 
Alle antistoffene binder igjen til KLH-proteinet, selv om KLH-lanene nå viser svakere 
binding. Båndene er tydeligst øverst i gelen, noe som er naturlig da KLH-proteinet er et stort 
molekyl på rundt 6-8 MDa. Det meste vil kanskje bli samlet i toppen av gelen, og 
konsentrasjonen vil dermed bli så høy at det gir farging uansett. En membran er inkubert med 
KLH-protein. Denne inkuberingen gir ingen farging, og viser at KLH som forventet ikke 
binder TSAd-protein, men dette kunne også forklares med at KLH-proteiner satt igjen øverst 
i gelen. 
 
Det er vanskelig å si noe eksakt om forskjeller 
mellom renset og urenset antistoff på wb. 
Oppsumert kan man tenke seg en skisse som 
vist til høyre. Den er laget ut i fra øyemål, og 
kan ikke brukes til annet enn en vurdering av 
tendenser man kan ane ved å studere ulike blot. 
 
Det er tilfredstillende å se at bakgrunnen 
muligens er mindre etter rensingen. Om 
båndene lå på en linje, slik det fremstilles på 
skissen, er vanskelig å si. Det er imidlertid 
logisk at de samme forurensningskildene som er 
funnet i den urensede batchen, også dukker opp 
i de rensede variantene. Det er også vanskelig å 
sammenligne blotterekkene, da informasjonen 
er hentet fra ulike blottinger, og at 
konsentrasjonene mellom renset og urenset 
antistoff egentlig er usammenlignbare. 
Wb av de rensede αTSAd-antistoffene 
sammenlignet med urenset αTSAd-antistoff. 
Skisse over flere sammenlignbare westernblot.
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Immunhistokjemi 
Etter å ha testet antistoffene i wb, er det viktig å se om antistoffene også virker 
tilfredstillende på vev. For å identifisere og lokalisere proteiner i vev, kan man bruke 
immunhistokjemiske fargemetoder. Slik farging bygger på prinsippet om at antistoffer binder 
til antigener og kan deretter avgi et fargesignal som kan studeres i mikroskop. 
 
Før parafinsnittene en ønsker å undersøke kan farges, må parafinen oppløses i xylen, og vann 
må føres tilbake til cellene ved bad i synkende alkoholstyrke. Deretter blir preparatene satt i 
en beholder fylt med en fysiologisk løsning (PBS), som ligner den væsken cellene normalt 
befinner seg i, slik at osmotiske gradienter i størst mulig grad blir utlignet. Så blir snittene 
inkubert i blokkeløsning, som er 5 % normalserum fra samme dyr som de sekundære 
antistoffene er laget i. Blokkeløsningen hindrer uspesifik binding av de disse antistoffene. 
 
Neste trinn er inkubasjon med antistoffer rettet mot det antigenet en vil studere, såkalte 
primære antistoff. De ville binde seg til alle proteiner med riktige epitoper som finnes i vevet. 
Deretter blir sekundære antistoff tilsatt. Dette er merkede antistoffer rettet mot konstante 
deler av antistoffer fra arten de primære antistoffene ble laget i. De sekundære antistoffene 
blir laget i et annet dyr enn det de primære antistoffene lages i. 
 
Koblet til de sekundære antistoffene er stoffer som gir utgangspunkt for farging. De 
sekundære antistoffene kan være direkte koblet til fluorescerende stoffer (fluorokromer), som 
påvises i spesielle fluorescensmikroskop. Alternativt kan de sekundære antistoffene være 
koblet til biotin, et stoff som gir sterk binding til et annet stoff, kalt avidin. For å gi farging, 
må en i det siste tilfellet også inkubere snittene med fluorecserende antistoffer koblet til 
avidin. 
 
Sekundære antistoff eller avidin kan også merkes med enzymer, som ved tilsetting av ulike 
substrat vil gi en fargereaksjon, som kan ses i lysmikroskop. I forsøkene presentert her ble et 
system kalt ABC-ragens brukt. Produktet inneholder ”horse raddish peroksydase” (HRP), 
som aktiviseres ved bruk av et substrat kalt diaminobenzidin (DAB). DAB omdannes av 
peroksydasen gjennom en enzymatisk reaksjon der binding foreligger, noe som resulterer i 
fremkomst av en brunlig farge, som kan studeres i lysmikroskop (se figur nedenfor). 
Skjematisk framstilling av ABC-metoden. (Figuren er laget av O. Schreus, IOB) 
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Ved å bruke flere primære antistoff på ett snitt, og farge med flere sekundære antistoff 
merket med fluorokromer med ulike farger, kan en studere tilstedeværelse av flere antigener i 
samme snitt. Farger en for eksempel med røde og grønne fluorokromer, vil en celle som 
uttrykker begge proteinene bli gulfarget. Således kan man se om to protein opptrer sammen i 
de samme cellene. 
 
For å se forskjell på celler og ane konturene av vevsorganiseringen, blir snittene til slutt i 
prosedyren, om en bruker fluorescensfarging, farget med et stoff kalt 4,6-diamidino-2-
fenylindol (DAPI), som farger kjernene. Om en bruker ABC-metoden, kontrastfarges 
snittene med hematoksylin, som binder til blant annet DNA i kjernen. 
Spesifikk eller uspesifikk binding 
Det er viktig å vite om binding mellom antigen og lagene med antistoff er spesifikk. Et 
grunnleggende prinsipp i fargingen er at i høye nok konsentrasjoner, vil nesten alle 
antistoffer binde seg til et antigen. Om inkuberingstiden blir lang nok, vil også de fleste 
antistoffer binde. På den annen side vil vasketeknikker, som gjøres mellom mange av 
inkubasjonstrinnene i IHC-prosedyren, fjerne de fleste antistoffene som ikke binder sterkt. 
For kraftig vasking, vil imidlertid fjerne mange spesifikke bindinger også. Derfor må man 
finne en god balanse mellom riktig fortynning av antistoffene, lang nok inkubasjonstid og 
passe vasking. 
 
Selve fargeteknikken som er brukt, kan også gi uspesifikk binding (bakgrunnsfarging). 
Generelt for å få mindre bakgrunn, kan en øke konsentrasjonen av blokkeløsning, fortynne 
antistoffene en bruker i slik blokkeløsning og øke saltkonsentrasjonen av bufferne en bruker 
under IHC-prosedyren. 
 
Biotin kan binde seg til endogene bindingssteder i vevet, noe som kan gi falsk positivitet. 
Dette kan man forhindre med å inkubere snittene med en biotin-avidin-blokkeløsning. 
 
Nesten alle celler vil utsråle noe bakgrunnslys i fluorescensmikroskop. Dette kalles 
autofluorescens. For å skille mellom slik bakgrunnsfarging og spesifikk farging, må man se 
om fluorokromene reflekterer lys ved alle typer fargefilter. Spesifikk binding gir farge bare 
ved et spesielt fargefilter, som bestemmes av fluorokromet som brukes. 
 
Flere celler i vev har også endogen peroksidaseaktivitet, særlig makrofager, som også kan gi 
falsk positivitet når man bruker ABC-metoden. Denne aktiviteten kan dempes ved en teknikk 
kalt quenching. Da inkuberes snittene i metanol tilsatt vannstoffperoksyd (H2O2), før 
tilsetting av antistoffene. UV-lys påvirker dessuten peroksydasesubstrater, så disse 
oppbevares helst i mørket. 
Positive og negative kontroller 
Selv om man begrenser bakgrunnsfargingen, må man likevel bruke flere kontrollsnitt i 
fargeprosedyren, som man kan sammenligne med det man tror er spesifikk binding. Man bør 
ha positive kontroller, det vil si vev som man vet skal gi positiv binding, for eksempel 
parafininnstøpte celler som viser bånd på wb. Videre bør en ha negative kontroller som man 
vet ikke gir farging. Her vil vev fra KO-mus fungere som en god kontroll, da proteinet som 
 29
undersøkes er totalt fraværende i disse musene. Andre negative kontroller vil være snitt tilsatt 
bufferløsning (PBSA) i stedet for primær-, sekundær-, eller tertiær antistoff, for å se hvilket 
lag som gir uspesifikk binding når dette eventuelt foreligger. 
 
Man bør også bruke rent, uspesifikt IgG og normalserum som negative fargekontroller. 
Sistnevnte er serum hentet fra samme dyrerase som de primære antistoffene ble laget i. Det 
beste er imidlertid å bruke serum fra det dyret en laget de primære antistoffene i, før selve 
immuniseringen (0-prøve). Om disse løsningene gir farging på vevene, kan det tyde på at 
mange uspesifikke antistoffer, som forligger normalt i serum, også kan gi farging. I teorien 
skal imidlertid konsentrasjonen av det spesifikke antistoffet være høyere i blodet til det dyret 
en har immunisert, enn alle andre antistoffer. Når en så tynner ut antiserum fra dyret og 
bruker det i IHC, skal derfor bare de spesifikke antistoffene binde i stor grad. Dessuten vil 
uspesifikke antistoffer binde med mindre affinitet, og derfor lettere fjernes i vasketrinnene. 
Blokkeringsforsøk og fortynningsrekker 
Et viktig prinsipp for å teste om IHC på vev er spesifikk, er om fargingen forsvinner hvis 
man tilsetter overskuddsmengder av det peptidet man immuniserte med til det primære 
antistoffet, før man inkuberer snittene. De spesifikke antistoffene vil da binde seg til peptidet, 
og ingen antistoffer vil være tilgjengelige for å binde seg til antigener på snittene. All farging 
som da fremkommer, vil være uspesifikk. Ved å preinkubere primærantistoffene med 
synkende konsentrasjoner av peptidet, vil en forhåpentligvis se at farging gradvis kommer til 
syne, når konsentrasjonen av peptid i inkuberingsløsningen er liten. 
 
Ved å fortynne primærantistoffet i ulike konsentrasjoner, og bruke det i fargingen sammen 
med tilsvarende konsentrasjoner av kontrollprøvene, vil man gradvis kunne se at den 
uspesifikke bindingen forsvinner, mens spesifikk binding gjenstår. Etter hvert vil også den 
spesifike bindingen forsvinne. Dette kan indikere hvilke konsentrasjoner av primærantistoffet 
man bør arbeide med. Des lavere konsentrasjoner man kan arbeide med, des høyere affinitet 
har antistoffene, og des mindre uspesifikk binding foreligger. 
Mangel på farging 
Om man derimot ikke får fram farging, kan man forsøke å øke konsentrasjonen av antistoffet, 
øke inkubasjonstiden eller vaske mindre. Man bør også revurdere fikseringsmetodene og 
prøve å bruke frysesnitteknikk i stedet, fordi epitopen antistoffet gjenkjenner kan ha blitt 
ødelagt av fikseringen. 
 
Det finnes også andre teknikker som gjør epitopene mer tilgjengelige. Forbehandling av 
snittene i dampkoker eller mikrobølgeovn, hvor snittene koker i spesielle buffere, vil føre til 
at proteinene folder seg ut. Dette kan også gjøres med enzymatisk behandling. I andre 
tilfeller er epitopene beskyttet av cellemembraner, og ulike detergenter kan brukes for å åpne 
disse. 
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IHC-farging av lymfeknuter fra rotte og mus 
Bildet nedenfor viser et parafinsnitt av en lymfeknute fra en normalrotte (Rattus 
Norwegicus). Preparatet er inkubert med urenset αrTSAd laget i kanin som primært antistoff, 
og videre med G α K IgGbio som sekundært antistoff. Deretter er snittene farget med 
streptavidin (SA), som binder seg til biotin på det sekundære antistoffet, og er koblet til et 
rødt fluorokrom, kalt cytokrom 3 (Cy3). Til slutt er kjernefarging (DAPI) tilsatt, som gir 
fuorecserende blått lys.  
Bildet er laget ved at tre bilder er 
lagt oppå hverandre, ett med blått 
DAPI-filter, ett med rødt filter og 
ett med grønt filter. Feltene som 
lyser gult vil altså gjenspeile at 
disse cellene reflekterer farge både 
ved rødt og grønt filter og således 
er auto-fluorescens, mens det røde 
er tilsynelatende spesifikt for 
TSAd.  
 
Så mye farging som bildet viser, er 
imidlertid uventet, da få T-celler er 
vist å være aktivert, og dermed 
positive for TSAd, i en normal 
lymfeknute. Det kan derfor tenkes 
at noe av fargingen er bakgrunn. 
 
Ekspresjonsmønsteret fra rottelymfeknuten ligner det man ser i lymfeknuter fra n-mus når 
man farger disse med urenset αmTSAd-antistoffer. Alle snittene viser at det er flere celler i 
lymfeknutene som uttrykker TSAd, men det ser ikke ut som det er noen spesielle områder i 
organet som er farget kraftigere enn andre. Fargingen virker å være avgrenset til cytosol. 
 
Farging av KO-mus (negativ kontroll) 
gir imidlertid lignende fargemønster som 
på snittene ovenfor. Dette illustreres på 
bildet til høyre, som viser en 
peroksidasefarget lymfeknute hentet fra 
en KO TSAd -/- mus. (Fremgangsmåten 
for peroksidase-farging gjennomgås på 
side 32). 
 
Da vev fra KO-mus gir farging, kan det 
tenkes at αTSAd-antistoffene ikke er 
spesifike nok. Dette diskuteres mer 
utførlig senere i oppgaven (side 34), da 
for alle fargeseriene under ett, og må tas 
med i vurderingen av alle de videre IHC-
fargingene som presenteres nedenfor. 
Lymfeknute fra n-rotte farget med α rTSAd. 
Lymfeknute fra KO-mus farget med α mTSAd. 
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Forskjell i fargemønster mellom bark og marg i thymus 
En av oppgavene videre var å se nærmere på TSAd sin ekspresjon i Thymus. Derfor ble flere 
thymuser hentet fra n-mus og farget ved bruk av IHC. 
 
Preparatene er inkubert 
med primært antistoff 
mot mTSAd laget i kanin, 
og videre med G α K 
IgGbio som sekundært 
antistoff. Deretter er 
snittene farget med SA-
Cy2, som er streptavidin 
koblet til et grønt 
fluorokrom, og DAPI. 
 
På snittene vist til høyre 
kan det se ut som om 
ekspresjonen av TSAd i 
stor grad er begrenset til 
margen. En kan nesten 
ane hvordan fargingen 
følger bindevevet utover i 
barken. 
 
Øverste delbildet til høyre ovenfor viser også hvordan en del makrofaglignende celler i 
barken avgir lyssignal. Dette er imidlertid uspesifikk binding, da cellene er positive både ved 
grønt og rødt fargefilter. Dessuten ses farging av disse cellene også på negative kontroller 
tilsatt bufferløsning i stedet for primært antistoff. 
Dobbeltfarging av thymussnitt 
Bildet til høyre og bildet 
øverst på neste side viser 
fargede parafinsnitt av 
thymus fra normalmus. 
Preparatene er inkubert med 
to ulike primære antistoff. 
Det ene binder til det T-
cellespesifikke membran-
proteinet CD3 og er laget i 
rotte (men binder også til 
mCD3), og det andre binder 
til mTSAd og er laget i 
kanin. Videre er snittene 
inkubert med to sekundære 
antistoff. Det ene, E α K 
IgG-Cy3, er et direkte Thymus fra mus farget med αCD3 og α mTSAd. 
Thymus fra n-mus farget med α mTSAd. Bark øverst og marg nederst. 
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fluorescerende rødt antistoff, som binder til α mTSAd. Det andre, G  α R IgGbio, binder seg til 
αCD3. Neste inkuberingstrinn er med SA-Cy2. Dette binder seg til biotinet på G α R IgGbio, 
og dermed indirekte til CD3. Deretter er snittene farget med DAPI. De cellene som binder 
antistoff mot både TSAd og CD3, vil altså farges med begge fluorokromer og derfor lyse gult 
(blandingsfargen av rødt og grønt). Dermed kan en bekrefte om de cellene som uttrykkte 
TSAd, virkelig er T-celler. 
 
Det er mange T-celler, som får en grønn 
ring rundt cellen, i snittet. Videre ses en 
del rød farging, som formodentlig er 
spesifikt for mTSAd. Mye farging er også 
gul, men det er vanskelig å bedømme om 
dette egentlig er autofluorescens. 
 
Ved å sammenligne fargingen på disse 
snittene med alle kontrollene, er noen få 
dobbeltpositive celler pekt ut som 
kandidater for spesifikk binding (cellen i 
midten på bildet nederst på forrige side). 
 
Bildet til høyre ovenfor viser to slike dobbeltpositive kandidatceller gjennom en montasje 
med ulike filter. Først grønt, så rødt, og til slutt med begge filtre. 
IHC-farging av andre vev 
Bildet til venstre nedenfor viser purkinjeceller i lillehjernen hos en n-rotte i et parafinsnitt av 
typen ”frittflytende snitt”. Det er inkubert med det primære antistoffet K α m-TSAd, og 
deretter med E α K IgGbio som sekundært antistoff. Preparatene er videre inkubert med HRP-
SA (peroksydase konjugert til streptavidin som binder seg til biotin på det sekundære 
antistoffet). Etter tilsetting av 
DAB-substrat blandet med en 
reduktant (H2O2), fremkommer 
det en brunfarge i snittet der 
binding foreligger. 
 
For det første tyder denne 
fargingen på at αmTSAd 
kryssreagerer med rTSAd i 
rottevev, noe som er naturlig da 
mTSAd og rTSAd har ganske lik 
struktur. Bildet bekrefter videre, 
om fargingen er spesifikk, at 
TSAd kan uttrykkes i andre 
celletyper enn T-celler. 
 
Andre nevroner diffust utbredt i hele hjernen viser også farging, så det er satt spørsmålstegn 
ved spesifisiteten av funnene. Det er mulig disse cellene har endogen peroksydaseaktivitet. 
Cerebellum i en rottehjerne, farget med α mTSAd. 
         αCD3      α mTSAd        CD3+α mTSAd 
Thymus fra n-mus farget med αCD3 og α mTSAd sett 
gjennom ulike fargefiltre.
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Bildet til høyre viser et frysesnitt av en 
nyre fra en rotte. Preparatet er inkubert 
med primær antistoff mot mTSAd, og 
videre farget med et direkte 
fluoricserende rødt antistoff (alexa 555 
α K IgG). Det ser ut som om 
endotelceller i årene til nyren er farget, 
men flere andre strukturer viser også 
farging, blant annet nyreepitel. 
 
En serie med organer hentet fra n-mus 
(thymus, lymfeknute, milt, tarm med 
Peyerske plakk, hjerne, lunge, nyre og 
lever) er også farget med α mTSAd 
ved bruk av IHC. Flere andre organ er 
vist å være positive. 
 
Blant annet er det observert mange positive celler i andre lymfoide organ, som milt og 
peyerske plakk i tarm. I tarm er også epitelet farget. Lungene er jevnt over negative for 
TSAd, men man ser enkelte positive celler rundt hilus. Dette kan være T-celler som av ulike 
grunner er aktivert i akkurat dette området. Bare leversnittene er helt negative i organserien. 
Bilder av disse funnene er imidlertid ikke tatt med her, da spesifisiteten er usikker. 
Farging av lymfoid vev fra immuniserte mus 
Ekspresjonen av TSAd induseres som kjent etter T-celleaktivering. Som følge av dette, kan 
det tenkes at det generelt finnes flere aktiviserte T-celler i immuniserte mus enn i n-mus. Om 
en gjennomfører IHC-farginger på snitt hentet fra lymfoid vev i i-mus og i n-mus, vil en altså 
anta å finne flere positive T-celler i preparatene fra i-musene i alle fall i lymfeknuter. 
 
Slike IHC-farginger er gjort på snitt hentet fra thymuser og lymfeknuter fra disse to 
musetypene, med KO-mus som negativ kontroll. Ved å sammenligne disse fargingene kan en 
imidlertid ikke se klare forskjeller mellom dem (se bilder nedenfor). Dette kan skyldes at 
mye av fargingen er bakgrunn, slik at eventuelle forskjeller ikke kommer tydelig fram. At 
mye av fargingen er uspesifikk illustreres godt ved at KO-musen også gir kraftig farging. 
Rottenyre farget med α mTSAd. 
  
                         n-mus                                                 i-mus                                               KO n-mus 
 
Disse bildene er alle snitt hentet fra thymuser og farget med α mTSAd (1:2000). Bildet lengst til venstre er 
fra en n-mus, bildet i midten kommer fra en i-mus og bildet lengst til høyre er hentet fra en KO n-mus. 
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Fargingen er ikke spesifikk 
Det er ikke etablert noen god positiv kontroll for alle 
fargeseriene presentert ovenfor. T-celler kan muligens 
fungere som positiv kontroll, enten som snitt fra hele 
lymfoide organ, for eksempel lymfeknuter eller thymus, 
eller som stimulerte 3A3-celler (Jurkatceller transfektert 
med TSAd) støpt inn i parafinblokker. Sistnevnte 
preparater gir farging med α hTSAd-antistoffer (Se bildet 
til høyre), men også en del bakgrunn. 
 
I alle fargingene presentert ovenfor, gir et lymfoid 
preparat farging med αTSAd-antistoffer, og brukes som 
positiv kontroll. 
 
Snitt i fargingene ovenfor som er inkubert med negative kontrolløsninger i første 
inkubasjonstrinn i stedet for primær antistoff, er fullstendig negative. Det gjelder snitt 
inkubert med PBSA, normalserum eller 0-prøve i samme konsentrasjon som de primære 
antistoffene (1:1000), eller IgG-antistoffer i tilsvarende konsentrasjoner (5 µg/ml). De tre 
sistnevte løsningene er hentet fra den dyrearten, eller det spesfike dyret, som de primære 
antistoffene ble laget i. Dette indikerer at uspesifike antistoffer i serum sannsynligvis ikke 
utgjør et problem. 
 
Videre er det gjort et inhiberingsforsøk i lymfeknuter fra n-mus, for å se om bindingen på 
musevev er spesifikk. K α mTSAd (1:1000) er preinkubert med immunoseringspeptidet i 
ulike konsentrsjoner (1:10 til 1:10000), før IHC er blitt utført. All farging forsvinner med høy 
peptidkonsentrasjon, men kommer gradvis tilbake med mindre konsentrasjoner av peptid. 
Dette peker i retning av at bindingen er spesifikk. 
 
Som negativ kontroll i flere av de samme fargingene ovenfor, er snitt fra human gingiva 
brukt, da disse ikke skal uttrykke mTSAd eller rTSAd. I disse negative kontrollsnittene er 
likevel noen celler farget basalt. Dette kan tyde på at noe av fargingen er uspesifik, eller at en 
kryssreaksjon mellom α mTSAd og hTSAd foreligger. 
 
Tilsvarende preparater, som brukt i fargingene av n-mus og i-mus ovenfor, er også framstilt 
fra KO TSAd - / - mus og farget ved hjelp av IHC. Alle KO-snittene som er undersøkt, viser 
farging med αmTSAd. Fargingen ligner den fargingen som ses på n-mus (Se bildene nederst 
på side 30 og 33). Dette er vanskelig å forklare, da KO-musene ikke skulle utrykke TSAd. 
 
Slik farging kan skyldes at α mTSAd-antistoffet binder seg til en peptidrest av det utslåtte 
SH2D2A-genet, som likevel blir uttrykt i cellene. På tross av at det er satt inn et 
neomycingen midt i genet, noe som normalt vil slått det ut, kan det tenkes at mutasjonen ikke 
nødvendigvis forhindret ekspresjon av deler av proteinet, inkludert den C-terminale enden, 
som peptidet binder. Det kan også være et alternativt spleisesete som gjør at neomycin blir 
spleiset vekk, eller det kan være et alternativt startkodon som gir ekspresjon av den C-
terminale enden. Andre forklaringer kan være at fargingen er et resultat av uspesifikk 
binding, en kryssreaksjon, eller rett og slett at snittene ikke er fra KO-mus. 
3A3-celler farget med α hTSAd. 
(Snittet er farget av O. Schreus, 
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Affinitetsrensningen har ingen effekt på IHC 
På wb ser det ut som om affinitetsrensningen har bidratt til å øke spesifisiteten til αmTSAd-
antistoffene noe. De affinitetsrensede antistoffene er deretter testet ved bruk av IHC på 
lymfeknuter og thymus fra normalmus, men viser lite forskjell fra tidligere funn. Også i 
fortynningsrekker av de rensede antistoffene på lymfoid vev fra n-mus, i-mus og KO-mus, 
viser IHC-fargingen ingen klare forskjeller. Dette tyder på at den uspesifike bindingen binder 
seg relativt like godt til vevene som αmTSAd, eller at TSAd er uttrykt av vevene i liten grad, 
slik at det ikke er enkelt å oppdage spesifikk farging. 
 
Et interessant funn er imidlertid at fargingen blokkeres vekk ved bruk av KLH-protein som 
preinkubering. Dette tyder på at antistoffer mot KLH muligens bidrar til mye av 
bakgrunnsfargingen. 
Fremover 
I det videre arbeidet bør man forsøke å rense antistoffene nok en gang, da konjugert til 
bærermolekylet BSA. Videre bør en preinkubere antistoffløsningene med stigende 
konsentrasjoner av KLH før etterfølgende farging på wb og vev, for å se om dette fjerner noe 
av bakgrunnen. 
 
Om ytterligere forsøk på å begrense uspesifikk binding mislykkes, må man se på andre måter 
å immunisere kaninene på. Kanskje er andre peptidfragmenter bedre egnet til immunisering. 
Dessuten bør en vurdere å bruke andre bærermolekyl og adjuvanser i 
immuniseringsprosessen. 
 
Først når antistoffene fungerer tilfredstillende, kan arbeidet med å kartlegge TSAd sin 
funksjon in vivo fortsette.  
 
Det vil være interessant å kartlegge i hvilke vev TSAd uttrykkes in vivo, både på mRNA- og 
proteinnivå, og om det er strukturelle og fysiologiske forskjeller i de delene av vevet hvor 
ekspresjonen finnes. Positive celler kan også farges med andre antistoffer mot andre 
proteiner i tillegg, for å se om disse cellene har spesielle egenskaper. Det kan for eksempel 
være antistoffer mot proteiner involvert i apoptose, aktivering, proliferasjon eller 
differensiering av cellene. Videre kan man sammenligne funn observert i n-mus, med funn i 
i-mus. I tillegg kan man studere om det er strukturelle forskjeller mellom organene i n-mus 
og KO-mus, da med snitt farget ved bruk av hematoksylin og eosin (H&E-farging). 
(Sistnevnte teknikk er ikke avhengig av fungerende α mTSAd-antistoffer). 
 
KONKLUSJON 
αTSAd-antistoffene, gir farging, både før og etter affinitetsrensning, i nesten alle snitt (ikke 
lever) hentet fra både n-mus, i-mus og KO-mus, uten at vesentlige forskjeller kan beskrives. 
Dette betyr at antistoffene slik de foreligger nå, ikke kan brukes til å trekke slutninger om 
hvordan TSAd uttrykkes i ulike vev. Det kan imidlertid se ut som om renseprosedyren 
likevel har bedret spesifisiteten noe, om en studerer de ulike wb. At antistoffene ikke virker 
tilfredstillende, gjør at andre og nye målsetninger ikke kan settes før antistoffene fungerer 
som de skal. 
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Framtiden 
 
TSAd er et adapterprotein som er vist å påvirke signaltransduksjon og lokalisering av 
proteiner i en rekke celletyper. Da mekanismene omkring funksjonen til proteinet ikke er 
særlig klarlagt, er det mye forskning som gjenstår. 
 
Foruten IHC-fargingene beskrevet ovenfor, kan det være interessant å studere andre 
proteininteraksjoner blant de potensielle kandidatene som kan binde TSAd, og hvilke følger 
dette har i modellcellen. Videre er kartlegging av sykdomsassosiasjon utover MS, JRA og 
ulike kreftmodeller vesentlig for å identifisere potensielle fremtidige sykdommer som kan ha 
nytte av behandling hvor TSAd reguleres farmakologisk. 
 
Når det gjelder hvilke muligheter slik forskning har, for å utvikle nye former for klinisk 
intervensjon, er veien lang. Medisinen har imidlertid i den senere tid ønsket velkommen flere 
medikamenter med immunregulatoriske egenskaper. Her kan nevnes medisiner som virker 
som vekstfaktorer, immunglobuliner eller andre reseptormediatorer som stimulerer eller 
hemmer immunforsvaret. Basiliximab er for eksempel et IgG1K som binder til CD25-
antigenet på aktiverte T-lymfocytter. På denne måten blokkeres binding av interleukin-2, og 
signalet for T-celleproliferasjon hindres. I tillegg brukes interferoner i behandling av ulike 
typer blodkreft, hepatitt og MS, og andre lymfokiner finnes på markedet (31). 
 
Videre er det flere medikamenter som virker på intracellulære signalsubstanser. Blant annet 
bindes Tacrolimus til cytosolproteinet FKBP12 (FK506-bindende protein 12). Komplekset 
hemmer kalsineurin, noe som fører til inhibering av T-cellesignaltransduksjon, og hindrer 
dermed transkripsjon av lymfokingener. Sirolimus og Everolimus danner også et kompleks 
med FKBP-12 og hemmer dermed aktivering av FRAP (mTOR), et sentralt regulatorisk 
protein i cellesyklusprogresjon. Hemming av mTOR resulterer i inhibering av 
lymfocyttaktivering (31). Slik kan en også tenke seg at TSAd kunne virke farmakologisk, og 
dermed hemme eller stimulere dysfunksjonelle immunresponser. 
 
Studier har som nevnt vist at TSAd er dysfunksjonelt i ulike kreftceller og spesielt i 
angiogenese under tumorvekst. Det kan tenkes at hemming av TSAd kunne utgjøre et klinisk 
angrepspunkt for å begrense ekspansjon av kreftvev. Det samme gjelder for autoimmun 
sykdom, der påvirkning av mengde TSAd uttrykt i en T-celle kan påvirke risiko for og 
forløpet ved autoimmun sykdom. 
 
Alt i alt er det en spennende tid som venter klinikere i fremtiden, med tanke på muligheten 
for en mer selektiv og potent regulering av immunsystemet. Mulighetene er mange, og basal 
forskning med et overordnet klinisk perspektiv er nøkkelen til fremdrift og utvikling. 
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Definisjoner 
 
Abl:  v-abl Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 
Aktiveres av flere DNA-skadende stoffer (ionestråling) og regulerer induksjon av SAPK/JNK. 
Aktiviserer MEKK1 og binder p53 og Rad51 (DNA-reperasjon). Proteinet inneholdender 
SH2-domener som potensielt kan pY på LAD. 
APC:  AntigenPresenterende Celle 
Profesjonell antigenpresenterende celle med MHCII-molekyler, som interagerer bl.a med 
TCR. 
AP1:  Aktiveringsprotein 1 
Kompleks av proteiner  (JUN, FOS, MAF, og ATF) som virker som transkripsjonsfaktor. 
Stimuleres av bl.a. Ras. Regulerer cellevekst, differensiering og apoptose. Oppregulerer bl.a. 
IL2-ekspesjonen i kompleks med NF-κB. 
ANA:  AntiNukleære Antistoffer 
Antistoffer mot DNA. Kan være mot Singlestranded (ss) eller doublestranded (ds) DNA. 
Akt/PKB: v-Akt murine thymoma viral onkogen homolog 1 / Protein Kinase B 
Tidlig ledd i intracellulær signalvei. Serine/threonine kinase og anti-apoptose protein. 
Aktiveres bl.a. av VEGF via PIP3. Inhiberer BAD og Caspase 9 (apoptose), og genererer NO 
via stimulering av eNOS. 
BMK1:  Stor Mitogenaktivert proteinKinase type èn       (MAP-kinase-1) 
Intracellulær signalmolekyl (samme som ERK5). Inngår i MEKK2/MEK5/ERK5-signalveien, 
som til slutt blant annet aktiverer transkripsjonsfaktorene MEF2.  
Calcineurin: Intracellulær signalkinase. Aktiveres av DAG. stimulerer transkripsjonsfaktoren NF-AT, som 
også oppregulerer IL2-ekspesjonen 
Cbl:  CAS-BR-M murine ecotropic retroviral transforming sequence homolog 
Intracellulært signalprotein som negativt regulerer mange proteinkinaser. Inneholder SH2-
domene og kan potensielt binde Lad. Kan potensielt binde PTB-domene på Lad. 
cDNA:  Komplementært DNA 
DNA-sekvens bygget opp av de komplementære baseparene til den DNA-sekvensen som 
koder for et gen. 
CD1:  Cluster of Differentiation 1 
Reseptor som uttrykkes på mange celler som T- og B-celler, APC, epitel og endotel. Ligner 
MHC klasse I. Mulig presenterende reseptor for lipidfragmenter. 
CD2:  Cluster of Differentiation 2 
Reseptor som uttrykkes på T- og NK-celler. Adesjonsmolekyl som binder CD58 i den 
immunologiske synapsen. 
CD3:  Cluster of Differentiation 3 
Samme som T-cellereseptor. Membranprotein. Binder bl.a. MHC klasse II reseptorer på APC 
og aktiverer cellen. 
CD3-ζ:  Cluster of Differentiation 3, zigmakjede 
Membranprotein på tymocytter. Inngår i TCR-komplekset. Genet ligger nært til SH2D2A-
genet.  
CD4:  Cluster of Differentiation 4 
Membranprotein på tymocytter, (hjelper) T-celler, monocytter og makrofager. Ko-reseptor for 
MHC klasse II-reseptor-TCR-komplekset.  
CD8:  Cluster of Differentiation 8 
Membranprotein på tymocytter og cytotoksiske T-celler. Ko-reseptor for MHC klasse I-
reseptor-TCR-komplekset.  
CD11a:  Cluster of Differentiation 11a 
Reseptor som uttrykkes på lymfocytter og andre leukocytter. Adesjonsmolekyl som i 
kompleks med CD18 binder CD54 i den immunologiske synapsen. 
CD18:  Cluster of Differentiation 18 
Reseptor som uttrykkes på lymfocytter og andre leukocytter. Adesjonsmolekyl som i 
kompleks med CD11a binder CD54 i den immunologiske synapsen. 
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CD25:  Cluster of Differentiation 25 
Samme som IL2-reseptor. Membranreseptor som uttrykkes på aktiverte T-celler og B-celler 
og monocytter. Hemmes av Basiliximab, et Immunsuppressivt middel brukt hos 
transplanterte. 
CD28:  Cluster of Differentiation 28 
Membranprotein på T-celler og aktiverte B-celler. Kostimulerende signal for aktivering av T-
celler. Binder CD80 og 86 på APC. 
CD54:  Cluster of Differentiation 54 
Reseptor som uttrykkes på mange celletyper og APC. Adesjonsmolekyl som binder 
CD11a/CD18 i den immunologiske synapsen. 
CD58:  Cluster of Differentiation 58 
Reseptor som uttrykkes på mange celletyper og APC. Adesjonsmolekyl som binder CD2 i den 
immunologiske synapsen. 
CD80:  Cluster of Differentiation 80 
Membranprotein på APC og B-celler. Binder til CD28, et kostimulerende signal for aktivering 
av T-celler. 
CD86:  Cluster of Differentiation 86 
Membranprotein på aktiverte B-celler og monocytter. Binder CD28, et kostimulerende signal 
for aktivering av T-celler. Assosierer også med CTLA-4, og hemmer aktivering. 
CD4+  
T-celler: T-celler som uttrykker Cluster of Differentiation 4 
Membranbundet ko-reseptor for MHC klasse II-molekyler på tymocytter, monocytter og 
makrofager. Binder Lck intracellulært. Hjelperceller og cytotoksiske. 
CD8+  
T-celler: T-celler som uttrykker Cluster of Differentiation 8 
Membranbundet ko-reseptor for MHC klasse I-molekyler på tymocytter. Binder Lck 
intracellulært. Primært cytotoksiske. Produserer lite IL2 selv, og er derfor avhengig av CD4-
aktivering for proliferasjon. 
CHX:  Cyclohemimid  
  Molekyl som hemmer translasjon. 
c-jun: Ju-nana  (betyr 17 på japansk) 
Transkripsjonsfaktor som inngår i AP1-komplekset. Aktiviserer c-jungener som induserer 
apoptose. Aktiviseres bl.a. av Rb, JNK/SAPK, MEKK1/2 (Lad) 
c-jun-genet: v-jun sarcoma virus 17 oncogene homolog (avian) 
c-Jun genekspresjon induserer apoptose. Reguleres bl.a. av c-jun, AFT-2, MEF2 
transkripsjonsfaktorer via Rb, JNK/SAPK, MEKK1/2 (Lad). 
c-jun  
promotor:  Proto-onkogen som aktiveres av tanskripsjonsfaktoren c-jun og oppregulerer c-Jun 
genekspresjon, noe som induserer apoptose. Reguleres også bla av MEF2 
transkripsjonsfaktorer i MEKK2/ERK 5-signalveien, der Lad er involvert. 
CLIC4:  KLorid Intracellulær Kanal 4 
  Intracellulær CL--kanal. Genekspresjonen oppreguleres av TSAd. 
c-Myc:  v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog (avian) 
Intracellulært signalproteinkinase. Proto-onkogen Kan aktiverere MAPK-signalveiene. 
Regulerer cellevekst, overlevelse og cellecyklus. 
Ekspresjonen er forandret i en rekke krefttyper. Genekspresjonen oppreguleres av TSAd. 
Contaktin:  Et nevralt celleadesjonsmolekyl i immunoglobulin superfamilien. Viktig for utvikling av 
hjernen. Proteinet inneholder SH3-domene, og kan potensielt binde til LAD. 
CRE:  Cyklisk AMP-Responsivt Element 
Element i gen som aktiviseres av cAMP. Genkode i bl.a. promotoren til SH2D2A som styrer 
transkripsjonen av TSAd. 
CREB:  CRE-Bindende protein 
Transkripsjonsfaktor som kan binde seg til CRE. Aktiveres bl.a. av PKA og calmodulin 
kinase II og MAPK. Kan binde TSAd-genets minimale promotor. 
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Crk:  v-crk sarcoma virus CT10 oncogene homolog (avian) 
Intracellulært adaptorprotein. Inneholder SH2- og SH3-domener og rekruteres til 
tyrosinreseptorer ved fosforylering. Aktiveres av vekstfaktorreseptorer og kan bl.a. aktivere 
JNK-signalveien. Proteinet inneholdender SH2-domener som potensielt kan binde pY på 
LAD. 
Csk:  c-src tyrosine kinase 
Intracellulært signalmolekyl, kinase. Negativ regulator for flere signalveier. PKA gir 
terskelverdien for TCR-mediert signaltransduksjon ved å regulere aktiviteten til Csk som 
igjen fosforylerer Lck. Kan inaktivere Src-relaterte PTKer. Inneholder SH3 and SH2 
domener. 
DAG:  1,2-DiAcylGlycerol 
Sekundært intracellulært signalprotein. Lages ved omdannelse av PIP2 av PLC-γ. 
DNA:  DeoksyriboNukleinSyre 
DNA er en dobbelttrådet molekyl bygget opp som en antiparallell dobbeltspiral. Molekylet 
består av en ryggrad av deoksyribosefosfat med tilfestet nukleotidbasepar i fastsatte 
rekkefølger, som dermed gir en genetisk kode for alle proteiner i en celle. 
DRB:  5,6-Dikloro-b-D-ribofuranosylbenzimidazol 
  Molekyl som virker som transkripsjonsinhibitor. 
EGF:  Epidermal VekstFaktor 
Vekstfaktor som stimulerer flere cellereseptorer i mange celler. Signaltransduksjon invoverer 
TSAd. 
ERK5:  Ekstracellulær signalRegulert Kinase type fem 
Intracellulært signalmolekyl nedsrøms. Lad og Scr binder MEKK2, som fosforylerer MEK5 
som fosforylerer BMK1/ERK5, som til slutt blant annet aktiverer transkripsjonsfaktorene 
MEF2. 
ERK1/2:  Ekstracellulær signalRegulert Kinase type en og to 
Intracellulært signalmolekyl. Aktiveres bl.a. av Raf1 via MEK1 og 2 og regulerer cellecyklus, 
apoptose, differensiering og cellemigrasjon. Blant annet IL-2-transkripsjon. Påvirkes 
sannsynligvis ikke av Lad, men en studie har vist at RasGAP, som regulerer Ras, som igjen 
aktiverer Raf1, kan binde TSAd. 
FCERIA: IgE Fc-reseptor α-kjede 
Bestandel av IgE-reseptoren. Genet ligger. 
FKBP12: FK506-bindende protein 12 
Intracellulært signalprotein som bindes av medikamentene Tacrolimus, Sirolimus og 
Everolimus som dermed hemmer T-celleaktivering.  
FRAP:  Fkbp12-Rapamycin kompleksassosiert protein 
Sentralt regulatorisk protein i cellesyklusprogresjon. Sirolimus/Everolimus-FKBP12-
komplekset hemmer aktivering av FRAP (mTOR). Hemming resulterer i blokade av flere 
spesifikke signaltransduksjonsveier, og resultatet er inhibering av lymfocyttaktivering. 
FY1:   Duffy Antigen 
Uttrykkes på RBC. Genet ligger nært til SH2D2A-genet på kromosom 1q. 
GAP:  GTPase-aktiverende Ras-protein 
Samme som RasGAP. Intracellulært signalmolekyl. Inneholder SH2-domene og rekruteres til 
tyrosinreseptorer ved fosforylering. Proteinet inneholder PTB-domener som potensielt kan 
binde NPXY-liganden på LAD. En studie har bekreftet binding. 
Grap:  Grb2Relatert AdaptorProtein 
Intracellulært adaptorprotein. Er vist å binde Sos, Grb og Abl. Inneholder SH2- og SH3-
domener, og kan potensielt binde Lad. 
Grb-2:  GRowthfactorReseptorBundet protein 2 
Intracellulært adptorprotein. Inneholder SH2- og SH3-domener og rekruteres til 
tyrosinreseptorer (PDGFR) ved fosforylering. Fosforylerer videre Sos/Ras/MAPK-
signalveien. Binder Lad. 
H-89:  Syntetisk molekyl som blokkerer PKA, som er en cAMP-avhengig. 
  intracellulær kinase, og andre kinaser. 
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HS1:  Hematopoietisk cellespesifikt Lyn-substrat 1  (HCL1) 
Intracellulært signalmolekyl involvert initiert av BCR- og TCR-aktivering. Assosiert med 
LYN kinase. Proteinet inneholder SH3-domene, og kan potensielt binde til LAD. 
Id1 og Id3  
Proto- 
onkogen: Inhibator av DNA binding 1 og 3 
Endepunkt i BMP-Smad signalveien. Hindrer binding av vekstfaktorer til DNA. Funksjon for 
cellevekst. Overekspresjon i EOC-celler. 
IL-2:   InterLeukin type to 
Fra T-celler og thymusepitel. Stimulerer T-celleproliferasjon autokrint og parakrint. Kinase i 
Src-familien. Fosforolyserer ITAMs i TCR-komplekset. Aktiveres av Lck, som hemmes av 
Lad. 
IL-4:  InterLeukin type fire 
Fra Th2-celler og mastceller. Aktivering og differensiering av B-celler. IgE isotypeskifte. 
Gentranskripsjon induseres av cAMP. 
IFI-16:  InterFeronIndusert protein 
Uttrykkes i lymfocytter. Genet ligger nært til SH2D2A-genet på kromosom 1q. 
IFNγ:  InterFeroN gamma 
Cytokin som sekrers av lymfocytter og NK-celler. Aktiverer makrofager og isotypeskifte av 
B-celler Genekspresjonen oppreguleres av TSAd. 
IP3:  inositol (1,4,5)-triFosfat 
Sekundært intracellulært signalprotein. Lages ved omdannelse av PIP2 av PLC-γ. 
IRS-1:  InsulinReseptorSubstrat 1 
Intracellulært adaptorprotein involvert i signaltransduksjon etter stimulering av 
insulinreseptoren. Kan potensielt binde PTB-domene på TSAd. 
ITAM:  Immunreseptor Tyrosinbaserte AktiveringsMotif 
Intracellulært signalmolekyl. Fosforolyseres av Lck. Fosforylert ITAM rekrutterer Zap 70 til 
TCR/CD3-komplekset og fører til aktivering av dette proteinet. 
Itk:  IL2-indusert T-celle Kinase 
Tyrosinkinase i Tec-familien (Src-superfamilien). Inneholder SH2- og SH3-domener. 
Regulerer T-celleproliferasjon og –differensiering. Binder Lad. 
JNK:  c-Jun N-terminal Kinase   (1-3) 
Kinaser som aktiviseres av ulike stressmolekyl (oksydativt stress, cytokiner). Medlem av 
MAP kinase superfamilien. Binder til c-jun promoter og initierer transkripsjon av c-jun-genet. 
Stimulerer også AFT-2-aktivitet. Reguleres bl.a av c-abl og MEKK1. Mulig MEKK2 også 
aktiverer JNKsignalveien via binding til JNK1/2. 
jun: Ju-nana  (betyr 17 på japansk) 
Transkripsjonsfaktor som inngår i AP1-komplekset. Aktiviserer c-jungener som induserer 
apoptose. Aktiviseres bl.a. av Rb, JNK/SAPK, MEKK1/2 (Lad) 
Jurkatceller:  En human T-celleleukemilinje. 
KDR / Flk-1: KinaseDomene-inneholdende Reseptor (for VEGF) 
Enzymatisk aktivt domene (kinase) i reseptoren for VEGF. 
LAD:   Lck-assosiert ADapter protein 
   Den murine analogen til TSAd  
LAT:  Adapterprotein for T-celleaktivering  
(Linker for Activation of T-cells) 
Adaptorprotein som rekrutterer ulike protein til membranen etter fosforylering av Zap70, for 
videre signalmekanismer, som PLC-aktivering, Ca2+-mobilisering og aktivering av Ras-
systemet. Hemmes indirekte av TSAd. 
Lck:  LymfoCyttspesifik protein tyrosine Kinase. 
Protein i intracellulær signalvei bl.a. i T-celleaktivering. Tilhører Src-kinasefamilien, hvor 
også Fyn hører til. Aktiveres etter TCR-binding av autofosforylering og Csk. Bindes og 
hemmes av TSAd. Fosforylerer ITAMs i TCR. 
LMNA:  Lamin A 
Byggeprotein i kjernemembranen. Genet ligger på 1q21, der SH2D2A-genet er lokalisert. 
Mutasjon i genet gir FPLD2. 
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LYN:  v-yes-1 Yamaguchi sarcoma viral related oncogene homolog 
Tyrosinkinase som bl.a. aktiverer SAPK via MEKK1-MKK7. Fungerer da som et DNA-
reparasjonsprotein og regulerer cellecyclus. Gentranskripsjon induseres av cAMP. 
Mad:  Mothers Against Decapentaplegic protein 
Intracellulært signalmolekyl under IGFβ-familien i Drosphila og andre pattedyr. Også 
Transkripsjonsfaktor. Relatert til Sma og homolog til Smad. 
MAPK:  MitogenAktivert Protein Kinase 
Kinaser som inngår i signalveier indusert i T-celler av mitogener. Involvert i en mengde 
forskjellige cellulære prosesser som proliferasjon, differensiering, transkripsjon og utvikling. 
Aktivering krever fosforylering av oppstrøms kinaser. Kinasene translokerer da til kjernen 
hvor den fosforylerer målmolekyler der. 
MEF2:  Myocyt Enhancer Factor 2 
Transkripsjonsfaktor for proto-onkogenet c-jun promotor. Aktiveres av BMK1/ERK5-
signalveien, hvor Lad regulerer oppstrøms. 
MEK5:  MAPK/ERK Kinase type 5 
(MitogenAktivert Protein Kinase/ 
Ekstracellulær signalRegulert Kinase Kinase type fem) 
Kinase som inngår i BMK1/ERK5 signalveien indusert av mitogener. fosforolyseres av 
MEKK2, som binder Lad, og fosforolyserer videre BMK1/ERK5. 
MEK 1/2: MAPK/ERK Kinase type 1 og 2 
Intracellulært signalmolekyl. Aktiveres bl.a. av Raf-1. Aktiverer ERK1- og ERK2-signalveien 
som regulerer cellecyklus, apoptose, differensiering og cellemigrasjon. Blant annet IL-2-
transkripsjon. 
MEKK1: MEK Kinase type en 
(MAPK/ERK-Kinase Kinase) 
  (MitogenAktivert Protein Kinase/ 
Ekstracellulær signalRegulert Kinase Kinase Kinase type en) 
Kinaser som inngår i signalveier indusert i T-celler av mitogener. Inngår i ERK1/2 og JNK-
signalveiene. Binder ikke Lad. 
MEKK2:  MEK Kinase type to 
Kinaser som inngår i signalveier indusert i T-celler av mitogener. Binder LAD og 
fosforolyserer MAPK som bl.a MEK5 og PRK2. 
Mitogen: Stoff som fremkaller celledeling eller lymfocytttransformasjon. Stimulerer bl.a. T-celler. 
mRNA:  messenger Ribonukleinsyre 
Produktet av et transkriptert gen, som fraktes ut av kjernen og fungerer som templat for 
proteinsyntese. Har poly-A-hale og capping som stabiliserer molekylet. Kan undergå 
genspleising. 
MTOC:  MikroTubulære OrganisasjonsSenteret 
Område i cellen hvor mikrotubili reorganiseres etter stimuli, slik at proteiner kan migrere 
funksjonelt. For eksempel vil MTOC etter stimulering av T-celler av APC bevege seg mot 
kontaktstedet hvor reseptorene bindes. I en studie ble Lad i cytoplasma hovedsakelig funnet 
omkring dette området i celler. 
Myc:  v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog (avian) 
Intracellulært signalproteinkinase. Proto-onkogen Kan aktiverere MAPK-signalveiene. 
Regulerer cellevekst, overlevelse og cellecyklus. 
Ekspresjonen er forandret i en rekke krefttyper. Genekspresjonen oppreguleres av TSAd. 
Nck:  NCK adapter protein 
Intracellulært adaptorprotein. Inneholder SH2- og SH3-domene og rekruteres til 
tyrosinreseptorer ved fosforylering. Involvert i signaltransduksjon som Ras-signalveien. 
NF-AT:  Nukleære Faktorer i Aktiverte T-celler 
Transkripsjonsfaktor.  Stimuleres av calcineurin. Oppregulerer IL2-ekspesjonen. Kan 
hypotetisk binde TSAd-genets minimale promotor. 
NF-κB:  Transkripsjonsfaktor. Stimuleres av PKC. Oppregulerer IL2-ekspesjonen i et kompleks med 
AP-1. 
Nothern blot: En laboratorieteknikk basert på elektroferese av RNA og probing med radioaktivt merkede 
polynukleotider, for å vise binding mellom mRNA-fragmenter og probe. 
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NPIY:  Asparagin - Prolin - Isoleucin - Tyrosin 
  Putativt bindingssted for PTB. Finnes ett på TSAd (aa277-280). 
NTRK1: Neurorophin TyrosinReseptorKinase 1 
Proteinreseptor med virkning på nevral celleoverlevelse og differensiering, men også 
signaltransduksjon i mesenchymale, hematopoetiske og epiteliale celler. Mutasjon gir CIPA. 
Genet ligger nær SH2D2A-genet på kromosom 1q. 
PDGF: PlateDerivert VekstFaktor 
 Vekstfaktor som påvirker kjemotakse av flere celletyper (bl.a. lungevev). 
PDGFR: PlateDerivert VekstFaktor Reseptor 
 Reseptor for PDGF. Aktiviserer bl.a. Grb2 via Lad. 
p38MAPK: p38 Mitogeen Aktivert Protein Kinase 
Tilhører SAPKene. Kinase oppstrøms i intracellulær signalvei. Aktiveres bl.a av VEGF (som 
binder TSAd), og gir da leukocyttmigrasjon. Kan også øke c-jun-ekspresjon ved å aktivere 
AFT-2. 
PI3K:  Fosfatidylinositol 3-kinase 
Kinase i intracellulær signalvei. Omdanner PIP2 til PIP3, som igjen induserer Rac og 
Akt/PKB. Aktiveres bl.a av VEGF (som binder TSAd). Også viktig regulator av translasjon i 
T-celler. 
PIP3:  FosfatIdylinositol (3,4,5)-triFosfat 
Sekundært intracellulært signalprotein. Lages ved omdannelse av PIP2 av PKC. Stimulerer 
bl.a Rac og Akt/PKB etter stimulering med VEGF (som binder TSAd). 
PIP2:  FosfatIdylinositol (4,5)-biFosfat 
Membranbundet intracellulært signalprotein. Omdannes av PI3K / PLC-γ (kan binde VRAP) 
til PIP3 eller DAG + IP3. 
PKA:  Protein Kinase A 
cAMP-avhengige intracellulære serin/threonin-kinaser. 
PKB:  Protein Kinase B 
Samme som Akt. Tidlig ledd i intracellulær signalvei. Serine/threonine kinase og anti-
apoptose protein. Aktiveres bl.a. av VEGF via PIP3.  
PKC:  Protein Kinase C 
Ca2+/fosfolipid-avhengig intracellulært signalkinase som fosforylerer mange andre kinaser i 
cellen. Aktiveres av PLC via DAG. 
PLCγ:  FosfoLipase C-gamma 
Intracellulært sekundært signalmolekyl. Proteinet inneholder SH2-domener som potensielt 
kan binde pY på LAD. 
PTB-domene:  FosfoTyrosinBindende domene 
Proteindomene som kan binde seg til fosforolyserte tyrosiner i motivet NPXpY. To slike 
finnes på TSAd. 
Rac:  GTPase-AKtiverende protein 
Liten GTPase. Medlem av Rho familien, under superfamilien Ras. Rho-familien regulerer 
cytoskjelettformasjon, cellevekst og transkripsjon. Aktiviseres av PIK3 via PIP2 eller av 
VAV. Aktiverer JNK-signalveien. 
Raf-1:  v-raf-1 murine leukemia viral oncogene homolog 1 
Intracellulært signalmolekyl/kinase. Binder Rac/Rho, og aktiveres av Ras (som er avhengig av 
rasGAP som Lad hemmer). Aktiverer MEK1/ERK1- og MEK2/ERK2-signalveien som 
regulerer cellecyklus, apoptose, differensiering og cellemigrasjon. Blant annet IL-2-
transkripsjon. 
Ras:  RAS viralt onkogen 
Intracellulært signalmolekyl som assosierer med membranen. Aktiveres ved fosforylering av 
GDP til GTP av aktiverte reseptorer via guaninnukleotid-utvekslingsfaktorer (GEF) som for 
eksempel VAV og Sos. Slås av ved motsatt reaksjon av andre GTPaser (for eksempel 
RasGAP som binder Lad). Proteinkinasen aktiverer flere andre kinaser (bl.a. PKC, Rac, 
MEKK, Raf, PI3K) i viktige intracellulære signalveier. Stimuleres bl.a. av VEGF-A og gir 
endotelproliferasjon. Viktig for celleproliferasjon, differensiering og celledød. 
RasGAP: Ras GTPase-Aktiverende Protein 
Enzym som øker Ras sin hydrolyse av GTP til inaktiv GDP-form. Kan binde TSAd. 
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RIBP:   Rlk/Txk, Itk-Bindende Protein 
Samme protein som LAD. 
Rlk/Txk: ReseptorLignende protein Kinaser/ 
Tyrosinkinase i Tec-familien (Scr superfamilien). Inneholder SH2- og SH3-domener. 
Regulerer T-celleproliferasjon og –differensiering. Binder Lad. 
Ser/Thr- 
Fosforyler- 
ingsteder: Ulike steder på DNA-tråden som kan fosforyleres da de inneholder proteinene Serin eller 
Tyrosin. Usikker betydning. 
Shc:  Src-homolog og Kollagen protein 
Intracellulært signalmolekyl. Inneholder SH2-domene og rekruteres til tyrosinreseptorer ved 
fosforylering. Genet er plassert nær SH2D2A-genet på kromosom 1q21 (Shc1). Intracellulært 
adaptorprotein som kan binde VEGFR (som også TSAd kan) og regulerer nedstrøms 
signaltransduksjon via GRb-2 (som binder Lad). Kan potensielt binde PTB-domene på Lad. 
SH2-domene:  Src Homologi 2 
Bindested på proteiner. Området inneholder blant annet en det tyrosiner som kan fosforyleres. 
Dermed vil proteinet aktivt endre sin form, og andre proteiner med SH2-domener kan da 
bindes. 
SH3-domene:  Src Homologi 3 
 Bindested på proteiner. Prolinrikt område (((R/P)XX)n) som kan binde til andre prolinrike 
steder, uten først å endres enzymatisk. Kan f.eks binde seg til cytoskjelettet, og kan dermed 
bidra til hvordan proteinet fordeler seg i cellen 
SH2D2A: SH2 Domene protein 2A 
  Den internasjonale, godkjente nomenklaturen for TSAd-proteinet. 
SH3P7:  SH3-domeneinneholdende Protein 7 
Protein inneholder SH3-domene og PTB, og kan potensielt binde til LAD. Er et 
adapterprotein og kan binde til cytoskjelettet. Potensielt en link mellom 
antigenreseptorsignalering i lymfocytter til komponenter i cytoskjelettet. 
SH3P8:  SH3-domeneinneholdende Protein 8 
Protein inneholder SH3-domene, og kan potensielt binde til LAD. Er et adapterprotein og kan 
binde til synaptojanin and dynamin, proteiner som regulerer transport av vesikler i cellen. 
SHPTP-2: SH2-inneholdende ProteinTyrosinFosfatase type 2 
Intracellulært signalmolekyl. Inneholder SH2-domene og rekruteres til tyrosinreseptorer ved 
fosforylering. Proteinet inneholdender PTB-domener som potensielt kan binde NPXY-
liganden på LAD. Fosforyliseres etter binding av mange vekstfaktorer (bl.a. PDGF, EGF, 
IGF), og virker sannsynligvis stimulerende på flere signalkaskader (Grb-2, Ras, MAPK) og 
har dermed flere funksjoner. 
SLE:  Systemisk Lupus Erythematosus 
 Kronisk, autoimmun sykdom, som oftest rammer kvinner. Immunkomplekser sirkulerer og 
slår seg ned i vev og danner inflammasjon. Involverer oftest ledd, hud, nyre, hjerne, 
slimhinne, lunge, hjerte og GI. Positiv for ANA-antistoffer. Behandles med bl.a. 
immunsuppresjon. 
SLP-76:  SH2-domeneinneholdende Leukocyttspesifikt 
Fosfoprotein på 76 kDa 
Intracellulært signalmolekyl, adaptorprotein. Kan binde LAT og Zap70. Nødvendig for 
normal signaltransduksjon etter T-celleaktivering og polarisering av MTOC. Hemmes 
indirekte av TSAd (via Lck-ITAM-Zap70-LAT). Gentranskripsjon hemmes av cAMP. 
Sma:  Glatt MuskulaturAktin  
Intracellulært signalmolekyl under IGFβ-familien i pattedyr. Også transkripsjonsfaktor. 
Relatert til Mad i samme dyr og Smad i mennesket. 
Smad:  Sma- og MAD-relatert protein 
Intracellulære signalmolekyl som virker som transkripsjonsfaktorer. Homolog til Mad og 
Sma. Aktiveres av TGFβ-signalveien via PKC, viktig bl.a. for proliferasjon, differesiering og 
apoptose. Smad2 og 3 har vist å binde TSAd.  
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Sos:  Son Of Sevenless protein (homolog for Drosophila) 
Intraccelulært signalmolekyl. Bindes av Grb2 (som binder Lad). SOS stimulerer GDP/GTP 
utveksling i Ras, som dermed aktiveres. Virker dermed som en GEF. 
SPTA1:  SPekTrin, alpha-1 (erytrocytter) 
Spektrin i erytrocytter. Genet ligger nært til SH2D2A-genet på kromosom 1q21. 
Src:  v-src sarcoma viral oncogene homolog (avian) 
Intracellulær signaltyrosinkinase. Protoonkogen. Proteinet inneholdender SH2-domener som 
potensielt kan binde pY-liganden på LAD. Aktiverer bla MEKK2/MEK5/ERK5 signalveien, 
som er avhengig av Lad. Kan regulere cellevekst og differensiering. 
TATA-boks: Regulatorisk element/genkode for initiering av transkripsjon av et gen. 
TGFβ:  Transformerende VekstFaktor-beta 
Vekstfaktor. Vist å regulere proliferasjon, differensiering og apoptose i flere celler. Hemmer 
T-celleproliferasjon og differensiering bl.a. via Itk (som binder Lad) og dermed mindre 
CA2+-influks. Signalveien involverer bl.a. p38 og andre MAPK, Smad og TSAd, og er 
assosiert med epitelial ovariecancer. Induserer isotypeskifte til IgA i B-celler. 
TCR:  T-CelleReseptor 
Samme som CD3. Membranprotein. Binder bl.a. MHC klasse II reseptorer på APC og 
aktiverer cellen. 
Th0-celler: T-Hjelpercelle type 0 
Effektor-T-celler som sekrerer både IL-4 og INFγ. Uklar funksjon, og om de differensierer 
videre til Th1- eller Th2-celler. 
Th1-celler: T-Hjelpercelle type 1 
Dette er effektor-T-celler som produserer IFNγ og TNF. De utvikler seg fra naive CD4+-
celler, og vil delta i cellemediert immunforsvar og indusere inflammasjon. Stimuleres av for 
eksempel bakterieinfeksjon. De stimulerer makrofager og uttrykker Fasligand som gir 
apoptosesignal, og er også cytotoksiske. 
Th2-celler: T-Hjelpercelle type 2 
Dette er effektor-T-celler som produserer IL-4, -5, -6 og -10. De utvikler seg fra naive CD4+-
celler, og vil delta i humuralt immunforsvar og hjelpe B-cellene. Gir også isotypeskifte til 
IgE. Kan derfor bidra i allergipatogenesen. Stimuleres bl.a. av mastceller. 
Th3-celler: T-Hjelpercelle type 3 
Dette er effektor-T-celler som produserer primært TGF-β og noe IL-10 og IL-4.  Gir potesiert 
effekt av IgA, ellers lite kjente funksjon. Stimuleres av IL-2 og TGF-β. Trenger altså 
spesifikk immunstimulering, men produserer cytokiner som generelt har en inhiberende 
virkning på immunforsvaret. 
TSAd:   T cell SH2 domain-containing adaptor protein / T-celle Spesifikt Adapter protein 
Proteinet SH2D2A-genet koder for. Flere spleisevarianter med ulik funksjon. Ulike 
polymorfismer der korte allel disponerer for autoimmun sykdom. Ukjent funksjon, men 
involvert i signaltransduksjon i T-celler og andre celler. Vist å binde: Lck, Grb2, rasGAP, 
VEGFR, PDGFR, Rlk/Txk, Itk, MEKK2, Smad2/3. Mulig også transkripsjonsfaktor. KO-mus 
utvikler autoimmunitet og defekt apoptose. 
VEGF:  Vaskulær Endotelial Vekst Faktor (A-E) 
Vekstfaktor som bidrar til proliferasjon og migrasjon av endotelceller, remoddelering av 
omkringliggende matrix, oppbygging av kapillærer og generelt i utviklingen av det 
kardiovaskulære systemet og lymfesystemet. 
VAV:  VAV  onkogen 
Intracellulært signalprotein. Medlem av Dbl familien med guaninnukleotid-
utvekslingsfaktorer (GEF) for Rho familien. Aktiviserer Ras. Viktig for hematopoese,  T- og 
B-celle utvikling og aktivisering.  
VEGFR: VEGF-Reseptor (1-3) 
  Tyrosinreseptor for VEGF.  
VRAP:  Vegf-ReseptorAssosiert Protein 
Samme som TSAd. 
Zap70:  Zeta-kjede(TCR)Assosiert Proteinkinase på 70kDa 
Kinaser i Syk-familien. Intracellulært signalmolekyl. Rekruteres til fosforylerte ITAMs ved 
TCR-reseptoren. Fosforylerer bl.a. LAT. 
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Prosedyrer 
 
I dette vedlegget finnes de fleste prosedyrene som ble benyttet under forsøkene presentert i 
del III, slik de foreligger i min laboratoriejournal. Prosedyrene er bygget på andre 
informasjonskilder (28;29), og er gjengitt sjematisk for at andre lettere skal kunne 
gjennomføre lignende forsøk. 
Hematoksylin-eosinfarging av parafinsnitt 
 
Deparafinering: Stativ med objektglass dyppes først i beholder fylt med: 
Xylen i 5 min x 2. 
Hydrering: Deretter: 
Etanol 100% i 1 min x 2. 
Etanol   96% i 1 min x 2. 
Etanol   70% i 1 min. 
Stativet plasseres deretter i en ren beholder og skylles godt under 
rennende vann fra springen. 
Hematoksylin: Stativet dyppes deretter i: 
Hematoksylin i 1 min 
Stativet plasseres deretter i en ren beholder og skylles godt under 
rennende vann fra springen. 
Blåner: Stativet dyppes deretter i: 
Blåner i 2 min 
Stativet plasseres deretter i en ren beholder og skylles godt under 
rennende vann fra springen. 
Eosin: Stativet dyppes deretter i: 
Eosin Y i 3 min 
Stativet plasseres deretter i en ren beholder og skylles godt under 
rennende vann fra springen. 
Dehydrering Deretter plasseres stativet i beholder fylt med: 
Etanol   70%  i 15 sek  
Etanol   96%  i 30 sek x 2. 
Etanol 100%  i 1 min x 2 
Tørking: Stativet dyppes deretter i: 
Xylen 2 min x 2 
NB: IKKE SKYLLING ETTER DETTE TRINN. 
Tørker så forsiktig av restvæske på objektglassene med kleenex. 
Montering: Drypper så tre dråper histo-kit på den ene kanten av objektglassene, 
og plasserer forsiktig et dekkglass over fra siden og inn. 
Luftbobler kan presses ut med hjelp av en pinsett. 
Overskuddslim kan tørkes vekk med et fuktig tørkepapir. 
Tørking: De ferdige snittene skal nå ligge natten over i romtemperatur, 
gjerne på et preparatbrett, men pass da på at snittene hviler på kanten 
av preparatbrettet, slik at minst mulig av snittene er i kotakt med 
brettet, og dermed ikke limes fast. 
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Fluorescensfarging av parafinsnitt 
 
Stamløsning PBS (pH=7,4):  190 g NaCl, 23 g Na2HPO4, 4,6 g NaH2PO4. Fortynnes til 1 l med dH2O. 
Denne løsningen fortynnes 20x før bruk i dH2O. 
PBSA:     Tilsetter 1 % BSA i løsningen ovenfor. 
 
Deparafinering: Dypp først stativet med objektglassene i en beholder fylt med: 
Xylen i 5 min x 2. 
Hydrering: Deretter: 
Etanol 100% i 1 min x 2 
Etanol   96% i 1 min x 2 
Etanol   70% i 1 min. 
Plasser deretter stativet i en ren beholder 
og skyll godt under rennende vann fra springen. 
Vasking: Plasser snittene i en beholder fylt med PBS, 
og sett det på ristemaskinen i 5 min x 2. 
Tørk så av overskuddsvæske med Kleenex-papir. 
Markering: Marker en ring rundt hvert snitt med diamantpenn. 
Lag en strek mellom snittene med en fettstift. 
Buffring: Plasser snittene i en beholder fylt med PBS, 
og sett det på ristemaskinen i 15 min x 2. 
Tørk så av overskuddsvæske med Kleenex-papir. 
Blokkering: Tilsett normalserum (5 %) på aktuelle snitt med en pipette. 
Normalserumet skal matche det sekundære antistoffet. 
( Eks: NGS hvis en skal bruke GαX som 2nd antistoff ) 
Inkuber i 20 min i romtemperatur. 
En trenger ikke å vaske før neste trinn, 
men bank av den resterende væsken på objektglasset på et papir. 
Primær Antistoff: Primær antistoff uttynnes i PBSA. 
Tilsett antistoff i egnet konsentrasjon på aktuelle snitt. 
Inkubasjon i 60 min på ristemaskin i romtemperatur. 
Bedre alternativ:  
Inkuber natten over i kjøleskap (4oC). 
Vasking: Plasser snittene i en beholder fylt med PBS, 
og sett det på ristemaskinen i 5 min x 2. 
Tørk så av overskuddsvæske med Kleenex-papir. 
Sekundær Antistoff: Sekundært antistoff fortynnes i PBSA. 
Tilsett antistoff i egnet konsentrasjon på aktuelle snitt. 
Inkubasjon i 60 min på ristemaskin i romtemperatur. 
(Som regel konsentrasjoner på 1:200.) 
Vasking: Plasser snittene i en beholder fylt med PBS, 
og sett det på ristemaskinen i 5 min x 2. 
Tørk så av overskuddsvæske med Kleenex-papir. 
Tertiær Antistoff : 
(Streptavidin)  
Substratet en skal lage fortynningen av,  
må først sentrifugeres (Ca. 1 min på 10 x 1000). 
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Pipetter deretter ut ønsket mengde streptavidin cytokrom 3. 
(SA-Cy 3) fra øvre del av supernantatet. 
Tilsett noen dråper SA-Cy3 (1:1000) til hvert snitt. 
Inkubasjon i 30 min i romtemperatur. 
Nå trenger en ikke å vaske før neste trinn, 
men bank av den resterende væsken på objektglasset på et papir. 
DAPI: Tilsett noen dråper 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) 
(1:10 000) til hvert snitt. 
Inkubasjon i 10 min i romtemperatur. 
Vasking: Plasser snittene i en beholder fylt med PBS, 
og sett det på ristemaskinen i 5 min x 2. 
Tørk så av overskuddsvæske med Kleenex-papir. 
Montering: Tilsett 1 dråpe immomount på hvert snitt. 
Plasser et dekkglass ( 25 x 55 mm) forsiktig over. 
Limsøl kan tørkes forsiktig av med fuktet tørkepapir. 
Tørking: De fredige snittene trenger bare lufttørkes et par minutter før 
mikroskopering i fluorescensmikroskop. 
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Dobbeltfarging av parafinsnitt 
 
Buffer B         :  10 % NCS (Newborn Calve Serum), 0,1 M TrisHCl (pH = 7,4) og 0,3 M NaCl 
 
Buffer C                      :   1 % NCS, 0,1 M TrisHCl (pH = 7,4) og 0,3 M NaCl 
 
Buffer D10   :  10 % Newborn Calve Serum (NCS), 5 % Normalserum hentet fra det dyret det sekundære 
antistoffet er laget i, 3 % Bovin Serum Albumin (BSA), 0,3 M NaCl,  
 0,1 M TrisHCl (pH = 7,4) 
 
Buffer D20   :  3 % NCS, 10 % BSA, 0,3 M NaCl, 0,1 M TrisHCl (pH = 7,4) 
 
Buffer brukt i unmaskingprossessen : 1 mM Etylen Diamin Tetra-Acetat (pH = 8,0) (EDTA) 
 
Deparafinering: Dypp først stativet med objektglassene i en beholder fylt med: 
Xylen i 5 min x 2. 
Hydrering: Deretter: 
Etanol 100% i 1 min x 2. 
Etanol   96% i 1 min x 2. 
Etanol   70% i 1 min. 
Plasser deretter stativet i en ren beholder 
og skyll godt under rennende vann fra springen. 
Markering: Marker en ring rundt hvert snitt med diamantpenn. 
Marker deretter rundt hvert snitt med en fettstift i tillegg. 
Buffring: Plasser snittene i en beholder fylt med PBS, 
og sett det på ristemaskinen i 15 min x 2. 
Tørk så av overskuddsvæske med Kleenex-papir. 
Unmasking: Sett åtte glass med vann i en mikrobølgeovn. 
Plasser så snittene i et glass fylt opp med egnet buffer, 
og sett dette glasset i midten av mikrobølgeovnen. 
Kjør fire varmeserier på 5 min hver på egnet styrke (~600 W), 
med 3 min pause i mellom. 
Glassene kan gjerne roteres i pausen mellom behandlingene. 
Etter kjøring i mikrobølgeovn, ta glasset med snittene ut (husk 
hanske) og la dem stå 20 min til avkjøling i romtemperatur. 
Buffring: Plasser snittene i en beholder fylt med PBS, 
og sett det på ristemaskinen i 15 min x 2. 
Tørk så av overskuddsvæske med Kleenex-papir. 
Blokkering: Tilsett Buffer D10 på aktuelle snitt med en pipette. 
(Siden de fleste snittene skal inkuberes med begge antistoffene, 
kreves begge matchende typer normalserum i blokkeløsningen). 
Inkuber i 20 min i romtemperatur. 
Normalserumet skal matche de sekundære antistoffene. 
( Eks: NGS hvis en skal bruke GαX som 2nd antistoff). 
En trenger ikke å vaske før neste trinn, 
men bank av den resterende væsken på objektglasset på et papir.
Primær Antistoff: De primære antistoffene må være laget i to ulike dyr, 
slik at en kan skille de to i fra hverandre i neste trinn. 
Antistoffene uttynnes i den løsningen det aktuelle preparatet ble 
blokket med. 
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(Husk å få riktige konsentrasjonsforhold når en blander to 
antistoff i samme løsning). 
Tilsett ett eller begge antistoff i egnet konsentrasjon på aktuelle 
snitt. 
Inkubasjon i 60 min på ristemaskin i romtemperatur. 
Bedre alternativ:  
Inkuber natten over i kjøleskap (4oC). 
Mikrovask: Dunk av primærantistoff på et tørkepapir. 
Spyl så snittene noen ganger med Buffer D20 med pipetten, 
mens en rister forsiktig på objektglassene. 
I to vaskeomganger bør snittene bade i bufferen 
i 5 min x 2 på  ristemaskinen. 
Dunk så av, og tørk forsiktig rundt snittene med Kleenex. 
Sekundær Antistoff, 
første type: 
I første omgang skal alle snittene inkubert med det ene 
primærantistoffet (eller begge), videre inkuberes sekundært med 
et biotynilert immunglobbulin-antistoff. 
Dette sekundære antistoff fortynnes i Buffer D20. 
Tilsett antistoff i egnet konsentrasjon på aktuelle snitt. 
Inkubasjon i 30 min på ristemaskin i romtemperatur. 
Mikrovask: Dunk av sekundærantistoff på et tørkepapir. 
Spyl så snittene noen ganger med Buffer D20 med pipetten, 
mens en rister forsiktig på objektglassene. 
I to vaskeomganger bør snittene bade i bufferen 
i 10 min x 2 på  ristemaskinen. 
Dunk så av, og tørk forsiktig rundt snittene med Kleenex. 
Sekundær Antistoff, 
andre type, 
 
pluss 
 
Tertiær Antistoff : 
(Streptavidin) 
De snittene inkubert med det andre primære antistoffet (eller 
begge), skal nå inkuberes med et direkte fluorescerende 
sekundært antistoff. 
Dette sekundære antistoffet uttynnes i Buffer D20. 
 
 
I tillegg til dette sekundære antistoffet, 
skal de snittene inkubert med det første sekundære antistoffet 
i denne omgang også inkuberes med det tertiæret antistoffet. 
Dette antistoffet (SA-Cy 3) uttynnes i Buffer D20. 
(Husk å få riktige konsentrasjonsforhold 
når en blander to antistoff i samme løsning). 
Substratet en skal lage fortynningen av  
må først sentrifugeres (Ca. 1 min på 10 x 1000). 
Pipetter deretter ut ønsket mengde streptavidin cytokrom 3 
(SA-Cy 3) fra øvre del av supernantatet. 
Tilsett antistoff i egnet konsentrasjon på aktuelle snitt. 
Inkubasjon i 30 min i romtemperatur. 
Nå trenger en ikke å vaske før neste trinn, 
men bank av den resterende væsken på objektglasset på et papir.
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DAPI: Tilsett noen dråper 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) 
(1:10 000) til hvert snitt. 
Inkubasjon i 10 min i romtemperatur. 
Mikrovask: Dunk av sekundær– og tertiærantistoff sammen med 
DAPI-løsningen på et tørkepapir. 
Spyl så snittene noen ganger med Buffer D20 med pipetten, 
mens en rister forsiktig på objektglassene. 
I to vaskeomganger bør snittene bade i bufferen 
i 10 min x 2 på  ristemaskinen. 
Vask deretter snittene i Hellendahl-glass fylt med PBS 
i 10 min  på ristemaskin.  
Dunk så av, og tørk forsiktig rundt snittene med Kleenex. 
Montering: Tilsett 1 dråpe immomount på hvert snitt. 
Plasser et dekkglass ( 25 x 55 mm) forsiktig over. 
Limsøl kan tørkes forsiktig av med fuktet tørkepapir. 
Tørking: De ferdige snittene trenger bare lufttørkes et par minutter før 
mikroskopering. 
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Peroksydasefarging av parafinsnitt 
 
Stamløsning PBS (pH=7,4):  190 g NaCl, 23 g Na2HPO4, 4,6 g NaH2PO4. Fortynnes til 1 l med dH2O. 
Denne løsningen fortynnes 20x før bruk i dH2O. 
 
PBSA:     Tilsetter 1 % BSA i løsningen ovenfor. 
ABC-hrp reagens:   Laget etter produsentens oppskrift. 
 
Deparafinering: Dypp først stativet med objektglassene i en beholder fylt med: 
Xylen i 5 min x 2. 
Hydrering: Deretter: 
Etanol 100% i 1 min x 2. 
Etanol   96% i 1 min x 2. 
Quenching: Deretter: 
Metanol 70% med 0,3 % vannstoffperoksyd / 
Hydrogenperoksyd (H2O2) i 30 min i romtemperatur. 
Vasking: Plasser snittene i en beholder fylt med destillert vann. 
Skifte vannet en gang. 
Markering: Marker en ring rundt hvert snitt med diamantpenn. 
Lag en strek mellom snittene med en fettstift. 
Buffring: Plasser snittene i en beholder fylt med PBS, 
og sett det på ristemaskinen i 15 min x 2. 
Tørk så av overskuddsvæske med Kleenex-papir. 
Blokkering: Tilsett normalserum (5%) på aktuelle snitt med en pipette. 
Normalserumet skal matche det sekundære antistoffet. 
( Eks: NGS hvis en skal bruke GαX som 2nd antistoff ) 
Inkuber i 20 min i romtemperatur. 
En trenger ikke å vaske før neste trinn,  
men bank av den resterende væsken på objektglasset på et papir. 
Primær Antistoff: Antistoffene fortynnes i PBSA. 
Tilsett antistoff i egnet konsentrasjon på aktuelle snitt. 
Inkubasjon i 60 min i romtemperatur.  
Bedre alternativ:  
Inkuber natten over i kjøleskap (4oC). 
Vasking: Plasser snittene i en beholder fylt med PBS, 
og sett det på ristemaskinen i 5 min x 2. 
Tørk så av overskuddsvæske med Kleenex-papir. 
Sekundær Antistoff: Antistoffene fortynnes i PBSA. 
Tilsett antistoff i egnet konsentrasjon på aktuelle snitt. 
Inkubasjon i 30 min i romtemperatur. 
(Som regel konsentrasjoner på 1:200.) 
Vasking: Plasser snittene i en beholder fylt med PBS, 
og sett det på ristemaskinen i 5 min x 2. 
Tørk så av overskuddsvæske med Kleenex-papir. 
Tertiær Antistoff : 
(ABC-hrp reagens) 
Tilsett noen dråper Avidin Biotin Complex-Horse Raddish 
Peroksidase-reagens (ABC-hrp reagens) til hvert snitt. 
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Inkubasjon i 60 min i romtemperatur. 
Nå trenger en ikke å vaske før neste trinn, 
men bank av den resterende væsken på objektglasset på et papir. 
Vasking: Plasser snittene i en beholder fylt med PBS, 
og sett det på ristemaskinen i 5 min x 2. 
Tørk så av overskuddsvæske med Kleenex-papir. 
Blande DAB-løsning: Hvis Diaminobenzidin (DAB) tas rett fra fryseren, må den tines, 
fortynnes med destillert vann til streken midt på reagensglasset 
og filtreres i et fuktet, brettet dobbeltlaget filterpapir ned i et lite 
reagensglass. Bruk gjerne en trakt til dette. 
Bland så 10 µl 1% Hydrogenperoksyd (H2O2) med 1000 µl 
DAB-løsning rett før bruk. 
DAB-løsning: Tilsett noen dråper DAB-løsning til hvert snitt. 
Inkubasjon i 7 min i romtemperatur. 
Kontroller snittene i lysmikroskop mens fargeprossesen pågår. 
En kan eventuelt stoppe reaksjonen før 7 min er gått, eller vente 
med å avslutte reaksjonen til farging ses bedre. 
Vasking: Plasser snittene i et objektglasstativ i en beholder fylt med vanlig 
vann. Skyll så godt under springvann. 
Kontrastfarging med 
Hematoxilin: 
Dypp stativet med objektglassene noen ganger nedi beholderen 
med Hematoxilin i kort tid. Ikke mer enn 5 sek til sammen. 
Vasking: Skyll stativet umiddelbart i en 10-liters bøtte fylt med vann og 
rør godt med stativet. Plasser deretter stativet i en beholder med 
vanlig vann, og skyll godt under springvann. 
Blåner: Stativet dyppes deretter i Blåner i 2 min. 
Stativet plasseres deretter i en ren beholder og skylles godt under 
rennende vann fra springen.                       (OBS: Ikke Eosin) 
Dehydrering Plasser så stativet i beholder fylt med: 
Etanol   70%  i 15 sek  
Etanol   96%  i 30 sek x 2. 
Etanol 100%  i 1 min x 2 
Pass på at etanolen, spesielt de første beholderne i 
dehydreringstrinnet er fri for eosin. Om den har en rødlig farge, 
dypp bare stativet kort tid nedi, og gå videre til neste beholder. 
Tørking: Dypp deretter stativet i: 
Xylen 2 min x 2 
NB: IKKE SKYLLING ETTER DETTE TRINN. 
Tørk så forsiktig av restvæske på objektglassene med kleenex. 
Montering: Drypp tre dråper histo-kit på den ene kanten av objektglassene, 
og plasser forsiktig et dekkglass over fra siden og inn. 
Luftbobler kan presses ut med hjelp av en pinsett. 
Overskuddslim kan tørkes vekk med et fuktig tørkepapir. 
Tørking: De ferdige snittene skal nå ligge natten over i romtemperatur, 
gjerne på et preparatbrett, men pass da på at objektglassene 
hviler på kanten av preparatbrettet, slik at minst mulig av dem er 
i kotakt med brettet, og dermed ikke limes fast. 
 56
Peroksydasefarging av frittflytende snitt 
 
Buffer A: = PBS 
Buffer B: 10 % NCS (Newborn Calve Serum), 0,1 M TrisHCl (pH = 7,4) og 0,3 M NaCl 
Buffer C:   1 % NCS, 0,1 M TrisHCl (pH = 7,4) og 0,3 M NaCl 
 
Forbehandling: Snittene ligger fordelt i brønner fylt med ca 500 µl Buffer A. 
PFA-inaktivering: Pipetter ut Buffer A-løsningen fra brønnene, 
for så å tilsette 500 µl 1 M etanolamin i hver brønn. 
Inkuberi  30 min i romtemperatur på ristemaskin. 
Vasking: Pipetter ut etanolamid-løsningen fra brønnene, 
og vask snittene med 500 µl Buffer A i 1 min, 
mens en forsiktig rister på brønnbrettet. 
Gjenta vaskeprosessen tre ganger. 
Blokkering: Pipetter ut vaskeløsningen. 
Tilsett 500 µl av Buffer B blokkeløsning til brønenne: 
Inkubasjon i 20 min i romtemperatur på ristemaskin. 
En trenger nå ikke vaske før neste trinn, 
men bank av den resterende væsken på objektglasset på et papir.
Primær Antistoff: Primær antistoff fortynnes i Buffer B. 
Pipetter ut bufferløsningen. 
Tilsett antistoff i egnet konsentrasjon til aktuelle brønner. 
Plasser så en parafilm over brønnsettet, 
og inkuber natten over på ristemaskin i romtemperatur. 
Vasking: Pipetter ut antistoff-løsningen fra brønnene, 
og vask snittene med 500 µl Buffer C i 1 min, 
mens en forsiktig rister på brønnbrettet. 
Gjenta vaskeprosessen tre ganger. 
Gjenta deretter vaskeprosessen to ganger, 
men da med 10 min inkubasjon på ristemaskin. 
Sekundær Antistoff: Sekundær antistoff fortynnes i Buffer C (~1:100). 
Pipetter ut vaskeløsningen. 
Tilsett antistoff i egnet konsentrasjon på aktuelle snitt. 
Inkubasjon i 60 min i romtemperatur. 
(Som regel konsentrasjoner på 1:200). 
Vasking: Pipetter ut antistoff-løsningen fra brønnene, 
og vask snittene med 500 µl Buffer C i 1 min, 
mens en forsiktig rister på brønnbrettet. 
Gjenta vaskeprosessen tre ganger. 
Gjenta deretter vaskeprosessen to ganger, 
men da med 10 min inkubasjon på ristemaskin. 
Klargjøring av DAB: Plasser én tabl (10 mg) diaminobenzidin kromogen (DAB) 
i et rør, som er dekket med aluminiumspapir fordi DAB er 
lysømfintlig, og fyll på med 20 ml 0,1 M NaPi (pH = 7,4). 
Tabletten oppløses i løpet av en time i romtemperatur på 
ristemaskin. 
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Tertær Antistoff : 
(Streptavidin-HRP) 
Streptavidin-Horseradish peroxidase komplekset (SA-HRP) 
uttynnes i buffer C (1:100). 
Pipetterer ut vaskeløsningen. 
Tilsett 500µl  SA-HRP til hver brønn. 
Inkubasjon i 60 min i romtemperatur. 
En trenger nå ikke vaske før neste trinn,  
men bank av den resterende væsken på objektglasset på et papir.
Vasking: Pipetter ut SA-HRP-løsningen fra brønnene, 
og vask snittene med 500 µl Buffer C i 1 min, 
mens en forsiktig rister på brønnbrettet. 
Gjenta vaskeprosessen tre ganger. 
Gjenta deretter vaskeprosessen to ganger, 
men da med 10 min inkubasjon på ristemaskin. 
Vask deretter snittene med Buffer A i 1 min x 3. 
DAB: Pipetter ut vaskeløsningen. 
Tilsett 500 µl av DAB-løsningen til hver brønn, 
og inkuber i ca. 6 min i romtemperatur på ristemaskin. 
En må vurdere selv når reaksjonen bør stanses. 
Tilstreb lik virkningstid for de ulike brønnene. 
DAB + reduktant: Bland 1500 ml destillert vann (dH2O) med 40 µl 30 % H2O2. 
Tilsett 250 µl av dette til 10 ml av DAB-NaPi-løsningen. 
Pipetter 500 µl ut fra dette igjen, 
og tilsett blandingen til hver brønn. 
Dette vil stanse reaksjonen. 
Snittene kan nå stå på benken i 5 min i romtemperatur. 
Vasking: Pipetterer ut væsken fra brønnene, 
og vasker snittene med 500 µl Buffer A i 1 min, 
ved å forsiktig riste på brønnbrettet. 
Gjentar vaskeprosessen tre ganger. 
Deretter gjentas vaskeprosessen to ganger, 
men da med 10 min inkubasjon på ristemaskin. 
Montering: Overfør snittene med en pensel til en petriskål fylt med PBS. 
Bruk penselen til til å folde snittene forsiktig ut, 
og lirk dem over på et standard objektglass. 
Tørk så forsiktig av objektglassene rundt snittet med kleenex, 
og legg det på en varmeplate (Photax, styrke 5). 
Vent til væsken har trukket inn, 
slik at den ligger som en kant i ett med kanten av preparatet. 
Drypp akkurat da 3-4 dråper glyserolgelantin over snittene, 
og sett ett dekkglass forsiktig over. 
Luftbobler kan  presses ut med en pinnsett. 
Sett så objektglassene til lufttørking i 15 min med et lodd oppå. 
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Immuncytokjemi 
Stimulering av celler 
 
Cellene er på forhånd transfektert (Amaxa kit V) med følgende vektorer: 
TSAd 21-22 
TSAd Y7-10F (delesjon i )  
TSAd Y8-10F (delesjon i )  
Ø (Tom vektor, Pef/HA) 
De er deretter suspendert i 10 % RPMI-1640 medium, 
og antall celler er telt opp i tellemaskin. 
I dette forsøket jobber man med 1,6 ml medium, 
som inneholder omkring 0,6 x 106 celler (0,8 ml til kontroll). 
 
 
 
Kontroller: Pippeter ut halvparten av cellesuspensjon,  
og fordel dem hver for seg i et (24-)brønnerssett. 
Merk disse brønnene med minus. 
Sentrifugering: Fordel den andre halvparten av cellesuspensjonen i hvert sitt 
ependorfrør, og merk disse med pluss. 
Sentrifuger rørene i 5 min ved 3,5 x 1000 omdr/sek og 40C. 
Fjern deretter supernantatet med sug koblet mot vasken. 
Stimulering: 
(Jobb i sterilt 
kammer) 
Resuspender hver pellet i 0,5 ml iskald 2 % FBS medium iblandet 
20 µg/ml CD3 og 2µg/ml CD28 antistoff. 
Inkuber i 20 min på is. 
Sentrifugering: Sentrifuger rørene i 5 min ved 3,5 x 1000 omdr/sek og 40C. 
Fjern deretter supernantatet med sug koblet mot vasken. 
Forsterkning av 
stiumulerings-
reaksjon: 
(Jobb i sterilt 
kammer) 
Lag en løsning bestående med 
10 % FAB medium (oppvarmet) med 5 µg/ml F(ab’)2. 
Pippeter ut 0,6 ml av denne løsningen, 
og plasser denne mengden ved siden av hver av kontrollene. 
Disse brønnene kan merkes med pluss. 
Resuspender hver av pelletene i 0,2 ml av løsningen, 
og tilsett denne blandingen i hver av brønnene merket med pluss, 
slik at det blir 0,8 ml med løsning i hver brønn. 
Inkuber i 2 timer i varmeskap innstilt på 370C og 5 % CO2. 
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Cytospinn 
 
Cellene er på forhånd transfektert (Amaxa kit V) med følgende vektorer: 
TSAd 21-22 
TSAd Y7-10F (delesjon i )  
TSAd Y8-10F (delesjon i )  
Ø (Tom vektor, Pef/HA) 
De er deretter suspendert i 10 % RPMI-1640 medium, 
og antall celler er telt opp i tellemaskin. 
I dette forsøket jobber man med 1,6 ml medium,  
som inneholder omkring 0,6 x 106 celler (0,8 ml til kontroll). 
Cellene er deretter stimulert med CD3 og CD28 antistoff,  
og denne bindingen er videre forsterket med F(ab’)2-fragment. 
Metoden beskrevet under følger videre direkte fra prosedyren  
”IMMUNOCYTOKJEMI: Stimulering av celler” 
 
 
 
Overføring til 
rør : 
Ta 24-brønnerssettet ut fra varmeskapet 
(se prosedyren om stimulering av celler). 
Overfør innholdet av brønnene til hvert sitt ependorfrør 
merket med prøvenummer og om det er positiv prøve eller kontroll. 
Sentrifugering: Sentrifuger rørene i 5 min ved 3,5 x 1000 omdr/sek og 40C. 
Fjern deretter supernantatet med sug koblet mot vasken. 
Resuspendering: Resuspender hver pellet i 0,5 ml kald PBS 1x, 
Og rør om ved hjelp av pipetten. 
Sentrifugering: Sentrifuger rørene i 5 min ved 3,5 x 1000 omdr/sek og 40C. 
Fjern deretter supernantatet med sug koblet mot vasken. 
Fiksering: Tilsett 4% paraformaldehyd (PFA) til hvert rør 
i mengder tilpasset pellettens størrelse. 
Ca 500 µl for en pellett med normal størrelse. 
Inkuber i 10 min i romtemperatur. 
Cytospinn: Merk objektglass som skal brukes med prøvenummer (+/-) og dato. 
Monter disse i en objektglassbeholder 
og plasser et trekkpapir og en trakt over. 
Sjekk at utløpet til trakten treffer hullet i trekkpapiret. 
Sett objektglassholder på plass i sentrifugen, 
og appliser 200 µl av innholdet i hvert rør til de forskjellige traktene. 
Sentrifuger så i 5 min (set time) på 37 x 10 omdr/sek (set speed). 
Ta deretter objektglassene ut av holderen og lufttørk preparatene. 
Marker til slutt en ring rundt cellesamlingen med en fettstift. 
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Farging 
 
Cellene er på forhånd transfektert (Amaxa kit V) med følgende vektorer: 
TSAd 21-22 
TSAd Y7-10F (delesjon i )  
TSAd Y8-10F (delesjon i )  
Ø (Tom vektor, Pef/HA) 
De er deretter suspendert i 10 % RPMI-1640 medium, 
og antall celler er telt opp i tellemaskin. 
I dette forsøket jobber man med 1,6 ml medium,  
som inneholder omkring 0,6 x 106 celler (0,8 ml til kontroll). 
Cellene er deretter stimulert med CD3 og CD28 antistoff,  
og denne bindingen er videre forsterket med F(ab’)2-fragment. 
Cellene er videre vasket og fiksert med 4% PFA, 
før de overførtes til objektglass med cytospinn. 
Metoden beskrevet under følger videre direkte fra prosedyren  
”IMMUNOCYTOKJEMI: Cytospinn” 
 
 
 
 
Permeabilisering: Legg objektglassene på et kleenex-papir 
(se prosedyren om cytospinn av celler). 
Appliser noen dråper PBS med 0,15 % Triton X-100 
til hvert preparat. 
Inkuber i 15 min i romtemperatur. 
Vask: Fjern permeabiliseringsvesken ved hjelp av sug koblet mot vasken. 
Drypp noen drper vanlig PBS over cellene, 
og la dem bade i væsken i ca 30 sek. 
Sug deretter vekk væskeløsningen igjen. 
Gjenta denne vaskemetoden med PBS et par ganger. 
Blokkering: Tilsett normalserum (5%) på aktuelle snitt med en pipette. 
Normalserumet skal matche det sekundære antistoffet. 
( Eks: NGS hvis en skal bruke GαX som 2nd antistoff ) 
Inkuber i 20 min i romtemperatur. 
Vask: Fjern blokkeringsvesken ved hjelp av sug koblet mot vasken. 
Drypp noen dråper vanlig PBS over cellene, 
og la dem bade i væsken i ca 30 sek. 
Sug deretter vekk væskeløsningen igjen. 
Gjenta denne vaskemetoden med PBS et par ganger. 
Primær antistoff: Tilsett ca. 50 µl primær antistoff 
i egnet konsentrasjon på aktuelle cellepreparat. 
Inkuber natten over i kjøleskap (4oC). 
Vask: Fjern primær antistoff ved hjelp av sug koblet mot vasken. 
Drypp noen dråper PBS med 0,01 % Tveen over cellene, 
og la dem bade i væsken i 5 min. 
Sug deretter vekk væskeløsningen igjen. 
Gjenta denne vaskemetoden et par ganger. 
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Sekundær 
antistoff: 
Tilsett ca. 45 µl sekundær antistoff 
i egnet konsentrasjon på aktuelle cellepreparat. 
Inkuber i 60 min i romtemperatur i fuktekammer. 
(Bruker en fluorescerende antistoffer, som er lysømfintlige, 
må en pakke inn kammeret med aluminiumsfolie og lokk). 
Vask: Fjern sekundær antistoff ved hjelp av sug koblet mot vasken. 
Drypp noen dråper PBS med 0,01 % Tveen over cellene, 
og la dem bade i væsken i 5 min. 
Sug deretter vekk væskeløsningen igjen. 
Gjenta denne vaskemetoden et par ganger. 
Montering: Sug godt av all resterende væske på objektglassene, 
og tørk dem forsiktig med Kleenex-papir. 
Legg deretter objektglassene på et kleenex-papir, 
og appliser en dråpe Tissue-Tek OCT Compound (4583) 
over hvert cellepreparat. 
Legg så forsiktig et dekkglass over og press det varsomt ned. 
Legg til sist objektglassene i en eske for oppbevaring. 
(Boksen må ha lokk og være kledd med aluminiumsfolie  
om en har benyttet fluorescerende fargestoff under forsøket). 
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Affinitetsrensing av antistoffene     
 
This method is based on BioRad affigel-15/affigel-10. In principle, the antigen   
(peptide or fusion protein) is coupled to the affigel, and rabbit serum is allowed to   
flow through a column with the conjugated affigel to bind. The bound antibodies are  
finally eluted from the column.      
         
Coupling to affigel        
Intro:         
The affigel is stored in propanol at -20°C. It is important that all propanol is washed   
away before coupling. It is also important that the pH of the affigel is below 7 to   
avoid loss of binding efficiency. Use therefore ddH2O, regulated to pH 3-4 with HCI.  
The coupling to peptide is most effective at pH 8. The peptides to be coupled should  
therefore be diluted in a high concentration HEPES buffer pH 8, to buffer against the  
acidic washing water. The final concentration of HEPES should be from 10 - 100   
mM. HEPES is used because HEPES do not bind to the affigel, in opposite to Tris,  
which contains amino groups. According to the BioRad protocol, the affigel has a   
fare much higher binding capacity than needed. Following this protocol to bind   
peptides, the column will be clogged. My personal recommendation is 3 mg GST, or  
GST conjugated peptides for 5ml gel (20 ml suspension). (If using GA conjugated   
peptides, you should also make use a GA- column to rinse away GA specific   
antibodies). For peptide coupling to carrier, I will recommend "Maleimide Activated  
BSA, KLH Conjugation Kit," Sigma nm. MBKI for conjugation.   
         
Protocol:        
This procedure must be followed out in a cold room. Be sure all solutions are cold.   
The affigel is delivered in 50% propanol solution. Use 10 ml for every peptide to be  
conjugated. Mix in a baker with acidic water to allow swelling. Wash in a column   
with acidic water, and be sure all propanol is washed away.    
         
Prepare a tube with 0.5 ml 2M HEPES pH 8 with 3 mg of peptide. Add suspended   
affigel (the affigel should be between 50% and 25%) to the tube and mix   
immediately. The coupling reaction takes place. Be sure the pH is 8 and let mix for 2  
hours or ON.        
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Purification 
Intro         
The washing/starting buffer is 50 mM Tris buffer, pH 7.4, and contains 300mM NaCl.   
It is under these conditions tissue is labelled with primary antibodies. In addition, the  
buffer contains 0.1% NaN3 and 1mM EDTA. Tween may also be added to 0.5%.  
Tween is for inhibiting binding of protein to polystyrene and nitrocellulose. EDTA is for 
inhibiting calcium dependent binding of proteins. The elution buffer is acidic and 
has a lower salt concentration than the starting buffer. This will effectively make 
the antibodies to let go from the column. EDTA and NaN3 are still present in same 
concentrations as the starting buffer. Since this solution is acidic, the elute should 
be eluted directly in to a basic buffer. In this case, 2 m12 M HEPES buffer. 1mM 
PMSF should be added directly after the elution. 
 
Protocol       
The serum should first pass through a carrier protein column twice, before a 
column with the conjugated peptide. The column must of course be eluted 
and re initialized with washing buffer before the second run. 
 
 
- Initialize the columns with 10 column volumes of affigel with starting buffer.  
Let 10-20 column volumes of affigel serum pass. Adjust the flow rate so the  
flow through will take an hour. Collect the flow through, as there still may be  
specific IgG left. Collect also the first volume of washing buffer.  
         
- Wash with 10 volumes starting buffer. Collect the flow through, as there still  
may be specific 
IgG left.      
         
- Elute with two volumes elution buffer. Collect the elute in tubes with 2 ml   
2M HEPES buffer. Check pH with pH paper. The pH should be around 8.  
Collect also the first volume after applying washing buffer.   
         
- Wash with 10 volumes washing buffer.     
         
- The column may now be reused for second of third run.   
         
Add PMSF to the eluted IgG to 1mM. Measure the eluation for IgG 
concentration. If the eluted antibodies were eluted in smaller aliquots, it 
should be possible to tell in what phase the elution is most efficient. If the 
concentration is less than 100mg/ml, you should consider to amplify the 
concentration with Protein A affinity purification. 
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Western Blot 
 
I forsøket skal vi bruke Jurkat E61celler, som er transfektert med LAD eller tom vektor (Ø). 
Dessuten skal vi bruke bærermolekylet KLH (keyhole limpet hemocyanin) som kontroll. 
Jurkatcellene dyrkes først i ca 3 mnd i RPMI 1640 medium med 10 % kalveserum og 
antibiotika. 
 
 
Telling av celler 
 
Per transfeksjon trenger en ca 10 mill celler. Men ca 50 % dør under prosedyren, slik at en 
må beregne 20 mill celler totalt. Etter transfeksjonen vil bare rundt 50% av cellene virkelig 
produsere det inntransfekterte proteinet, slik at man har 5 mill celler som fungerer som de 
skal. Først må man uansett vite hvor mange celler det er i cellesuspensjonen pr ml, slik at en 
kan ta ut den nødvendige mengde med suspensjon til videre bruk. 
 
Klargjøring av 
tellevæske:  
(Jobb i sterilt 
kammer) 
Tilsett 10 ml telleløsning fra dispenseren i et tellerør. 
Pippeter deretter ut 20µl av cellesuspensjonen til tellerøret (Denne 
mengden tilsvarer utregnende tallverder på X x 103 celler pr ml.) 
Tilsett så tre dråper Zapoglobin II lytisk reagens til blandingen. 
Telleprosedyre: Sett tellerøret en skal analysere inn i maskinen. 
Trykk [Set up] og videre, siden alt er forhåndsprogramert, 
trenger en bare trykke [Start]. 
Cellene telles og tallverdien kommer opp på sjermen. 
Vaskeprosedyre: Sett inn et nytt tellerør med isoton II i tellemaskinen. 
Trykk [Functions] og velg ”flush”-funksjonen, og trykk [Start]. 
Maskinen vil nå renses, og gjensittende celler fjernes, 
slik at maskinen klar for videre gjenbruk. 
 
I vårt tilfellet fikk vi opp tallet 699. Det vil si, (med 20 µl tilsatt cellesuspensjon til 
tellerøret), at det er ca. 700 000 celler pr ml. i flasken med cellemedium. Siden en bruker ca 
20 mill celler pr transfeksjon, og vi skal ha nok celler til 8 transfeksjoner, trenger vi 230 ml 
cellesuspensjon. (20 000 000/ 700 000 x 8). 
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Vasking av cellene 
 
Før en kan arbeide videre med cellene må en vaske cellene og spinne dem ned til en 
væskemengde som det er praktisk å jobbe med. 
 
Fordeling av 
cellesuspensjon:  
(Jobb i sterilt 
kammer) 
Hell ønsket mengde cellesuspensjon over i 50 ml-rør, og ta på lokk. 
(Fyll alle rørene helt opp, og rund derfor mengden cellesuspensjon en 
trenger opp til nærmeste femti som passer. Trenger en f. eks. 230 ml 
celelsuspensjon, ha 250 ml av væsken over i 5 rør). 
Sentrifugering: Sett 50 ml-rørene i en sentrifuge, og sentrifuger i 8 min på 1200 rpm. 
Resuspendering: 
(Jobb i sterilt 
kammer) 
Hell av supernantatet i en avfallsbeholder. 
Resuspender deretter den første pelleten i 5-10 ml vaskeløsning 
(RPMI 1640 med 5 % kalveserum og uten antibiotika). 
Ta denne blandingen over i det neste røret med en cellepellet, 
og bland sammen ved hjelp av 10 ml-pipetten igjen. 
Fortsett med dette til alle cellene er blandet sammen og samlet i et 
eneste 50 ml-rør. 
Fyll så på med vaskeløsning til ca. 50 ml, og ta på lokk. 
Ny 
sentrifugering: 
Som ovenfor. 
Resuspendering: 
(Jobb i sterilt 
kammer) 
Hell av supernantatet i vasken. 
Resuspender deretter denne pelleten i den mengden  vaskeløsning 
som passer til videre behandling (400 µl x antall transfeksjoner), 
og bland ved hjelp av pipetten. 
(Neste trinn er pulsing, og hver pulseringskuvette tar 400 µl. 
Da vi trenger celler til 8 transfeksjoner, 
vil dette utgjøre 3,2 ml cellesuspensjon (400 x 8). 
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Transfektering og pulsing av cellene 
 
En har nå en viss mengde cellesuspensjon, som en skal fordele i pulseringskuvetter med 400 
µl i hver. (I vårt tilfelle skal vi ha 8 transfeksjoner, og har derfor 3,2 ml celle-suspensjon 
fordelt i 8 kuvetter med 400 µl i hver). Til hver transfeksjon trenger en 10 µg av det DNA en 
ønsker å transfektere inn i cellens opprinnelige DNA. For at transfeksjonen skal være 
vellykket må en først løse opp cellemembranene. Dette gjøres ved å føre en stømpuls (200 V) 
gjennom cellesuspensjonen, en prosedyre kalt pulsing. I dette leddet vil ca halvparten av 
cellene ødelegges. Cellene må deretter inkuberes over natten i varmeskap, for å gi cellene en 
sjangse til å produsere proteiner fra det nyopptatte DNAet. 
 
Fordeling av 
cellesuspensjon: 
(Jobb i sterilt 
kammer)  
Fordel cellesuspensjonen i pulseringskuvetter med 400 µl i hver. 
En kuvette tilsvarer en transfeksjon, 
og må markeres etter hvilken transfektant som skal tilsettes. 
Tilsetting av 
transfektant: 
Tilsett 10 µg ønsket DNA.-tansfektant til hver kuvette. 
Ta deretter på lokk på kuvettene, og inkuber i 15 min i rt. 
Pulsing: Sett pulseringsmaskinen på 200 V og 70 ms. 
Plasser en og en kuvette ned i maskinen og press [Start]. 
En strøm vil nå føres gjennom cellesuspensjonen. 
Hviling: La kuvettene stå i rt i 15 min etter pulsingen. 
Vasking:  
(Jobb i sterilt 
kammer) 
Overfør innholdet i hver kuvette til en celleflaske fylt med 10 ml 
vaskeløsning (RPMI 1640 med 5 % kalveserum og uten antibiotika). 
Inkubering: La celleflasken med cellene stå natten over i varmeskap (37OC). 
Nå for cellene tid til å produsere proteinet fra det DNAet vi akkurat 
transfekterte inn i cellen. 
 
 
Innholdet i en kuvette utblandet i 10 ml vaskeløsning, tilsvarer en transfeksjon. Siden vi bare 
skal bruke to transfekter (LAD og Ø), men fire transfeksjoner pr transfekt, (til sammen 8 
transfeksjoner), kan vi ta innholdet i 4 kuvetter over i en celleflaske fylt med 40 ml 
vaskeløsning. Vi sitter da igjen med to celleflasker med 40 ml vaskeløsning i hver blandet 
med 1,6 ml cellesuspensjon og 40 µg transfektert DNA. 
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Blanding av lysat 
 
Jurkatcellene er nå inkuberet over natten i varmeskap, for å ha gitt cellene en sjangse til å 
produsere proteiner fra det inntransfekterte DNAet, i dette tilfellet LAD og tom vektor (ingen 
protein, negativ kontroll). 
 
KLH-proteinet, derimot, foreligger allerede som protein og kan blandes direkte i lysatet. 
Egnet fortynning avhenger av proteinet. I vårt forsøk brukte vi 50 ng/µl (Fortynnet KLH 29,7 
mg/ml 1:600 i lysatløsning). 
 
Lysatløsning (1x): 
I vårt tilfelle har vi 80 mill celler til sammen (20 mill pr transfeksjon (8), men halvparten av 
cellene ble ødelagt i prosedyren). Disse cellene skal blandes ut til å bli 1 mill celler pr 20 µl, 
som utgjør mengden løsning en fyller i en gelbrønn. (Dette utgjør i vårt tilfelle (80 x 20) 
1600 µl lysisløsning (0,8 ml i hvert rør). Det kan være lettere å blande ut til 2000 µl 
lysisløsning og deretter fordele 0,8 ml til hvert rør): 
 
- 1 % NP40    (200 µl NP40 10 % til 2 ml) 
- 1x NaF   (200 µl av 10x) 
- 1x N-oclylglucorid   (200 µl av 10x) 
- 1x Na3VO4  (20 µl av 100x: 0,0184 Na3VO4 
blandes ferskt med 1 ml dH2O) 
- 1x Proteasehemmer (PH)  (80 µl av 25x) 
- 1x Lysisbuffer  (1 ml av 2x) 
- Fyll opp til 2 ml med dH2O  (300 µl) 
 
Fordeling av 
cellesuspensjon: 
 
Fordel cellesuspensjonen i 50 ml rør. 
Et rør tilsvarer en transfeksjon, og må markeres etter hvilken 
transfektant som er tilsatt (i vårt tilfelle LAD og Ø). 
Sentrifugering: Sett 50 ml-rørene i en sentrifuge, og sentrifuger. 
(I dette tilfellet program 3 på sentrifugen på Annes lab). 
Resuspensjon: Resuspender pelleten over i et merket ependorfrør (1,5 ml) 
ved hjelp av ca 1 ml PBS. 
Sentrifugering: Sett ependorfrørene i en sentrifuge, og sentrifuger i 5 min på 3500 
rpm, og hell ut supernatatet. 
Lysatblanding: 
(Jobb på is) 
Tilsett 1 ml lysisløsning (se oppskrift over) til hvert ependorfrør med 
cellepellet. Bland så på vortexmaskin i ca 10 sek. 
La deretter røret stå på is i 20 min. 
Sentrifugering: Sett ependorfrørene i en sentrifuge, 
og sentrifuger i 10 min på 10000 rpm. 
Behandling av 
ferdig lysat: 
Lysatet kan nå pippeteres ut til nye merkede ependorfør, mens 
cellepelleten ligger igjen i de rørene som ble sentrifugert. Dette er 
materiale man ikke trenger. 
 
Vi sitter nå altså med en blanding lysat fullt av proteiner produsert av jurkatcellene. Disse 
danner antigenutgangspunktet vårt i blotteprosessen. Før antigenene kan appliseres på gelen, 
må de imidlertid blandes ut med loadingbuffer. 
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Klargjøring av lysat med loadingbuffer til videre elektroforese 
 
Før antigenene kan appliseres på gelen, må de blandes ut med loadingbuffer i egnet 
konsentrasjon. (I vårt tilfelle brukte vi laodingbuffer 6x, som altså blandes ut 1:6 med lysatet. 
(200 µl loadingbuffer i 1 ml av lysatet, og 120 µl loadingbuffer i KLH-løsningen –senere ble 
denne løsningen igjen blandet ut 1:100 (10 µl i 990 µl loadingbuffer 2x) og deretter kokt opp 
igjen (5 min) og hurtigspunnet (5 sek)). 
 
Loadingbuffer 6x (uten mercaptoetanol): 
 
0,5 M Tris-Cl (pH 6,8) 0,35 M  7 ml 
SDS    0,35 M  1,0 g 
Glycerol   30% v/v 3,0 ml 
Bromphenol Blue  0,175 mM 1,2g 
 
Bland 1,5 ml av denne løsningen med 50 µl mercaptoetanol rett før bruk. 
 
Loadingbuffer-
blanding: 
Tilsett loadingbuffer i egnet konsentrasjonsforhold med lysatet (1:6). 
Alt blandes i et ependorfrør. 
Koking: Inkuber i 5 min på kokeplate (100 OC). 
Hurtigspinn: Hurtigspinn røret på i 5 sek på [>>] (10000 rpm?) 
Frys ned overskudd av lysat-loadingbufferblandingen en ikke bruker 
til elektroforese i denne omgang. (En bruker 20 µl til hver brønn). 
 
Nå er lysatene klar for applisering på en gel til elekroferese. Om en ikke bruker alt av 
blandingen, kan restene fryses ned og brukes senere. Blandingen holder seg i et par måneder. 
Neste gang en tar ut noe av løsningen, er den klar til å appliseres rett på gelen, uten å måtte 
forbehandles på noen måte. 
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Støping av gel 
 
Antigenene må overføres til en gel som antistoffene man vil undersøke kan binde seg til. 
Denne gelen kan kjøpes ferdiglaget, eller den kan støpes selv, som vi gjør. Hvilken tetthet 
gelen skal ha, avgjøres av hvor store antigenproteinene er (angitt i Dalton). Dette kan en 
finne i en tabell. (I dette tilfellet lagde vi 8 %-geler). 
 
Den ferdige støpegelen kan oppbevares i inntil et døgn før bruk. Da må glassplatene med 
gelen surres inn i fuktet, vanlig tørkepapir, legges i en tett boks og oppbevares i kjøleskap 
 
Seperasjonsgel utgangspunkt: 
 
X antall ml 40% acrylamid (4%: 5 ml, 8%: 10 ml, 12%: 15 ml) 
12,5 ml separerende gelbuffer (84,8 g Trisbase / 400 ml dH2O. pH = 8,8) 
250 µl 20% SDS 
dH2O til 50 ml 
 
Stackinggel utgangspunkt: 
 
5 ml 40% acrylamid (4%) 
12,5 ml konsentrerende gelbuffer (15,14 g Trisbase / 200 ml dH2O. pH = 6,8) 
250 µl 20% SDS 
dH2O til 50 ml 
 
For å aktivisere polymerasereaksjonen før en støper gelene må en blande løsning i følgende 
blandingsforhold, som holder til en gel: 
 
  5 ml gel 
25 µl APS 
  5 µl TEMED 
 
(I vårt tilfelle har vi 4 geler, og blander derfor ~20 ml separasjonsgel (3,6 ml x 4) og ~5 ml 
stackinggel (1 ml x 4)) 
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Montering av  
støpekammer: 
(Bruk hansker 
under hele 
prosedyren) 
Sett sammen en tykk (0,75 mm.) og en tynn glassplate, slik at det 
dannes en tynn åpning mellom platene. Dette mellomrommet utgjør 
støpeformen. Lås glassplatene fast i den mindre holderen, og pass på 
at glassplatene ligger kant i kant. Fest så hele konstruksjonen i det 
større støpestativet. Det er plass til fire støpeformer på et stort stativ, 
to på hver side. Plasser hele stativet på en Versi-Dry trekkpapirduk. 
Lekkasjetest: Fyll støpeformen ved hjelp av en sprøytepipette med litt dH2O, og 
vent en liten stund for å se at vannet ikke lekker ut av støpeformen. 
Skyll deretter formene mens de står i stativet, først med springvann, 
og senere dH2O ved hjelp av en sprutflaske. Tørk nå støpeformen ren 
ved hjelp av mindre rektangulære biter med filterpapir, slik at ingen 
vannrester ligger igjen nede i støpeformen. 
Fylning med 
separerende gel: 
Bland Separasjonsgel-utgangspunktet med riktig mengde APS og 
TEMED i et nytt 50 ml-rør i et sterilt kammer, og vend røret straks 
flere ganger opp og ned. (For blandinger, se forrige side). Fyll så 
støpeformen med ca 3,6 ml egnet separerende gelløsning (i dette 
tilfellet 8 %) ved hjelp av en pipette (5 ml). 
Etanollokk: Dekk så over hele seperasjonsgelen med ca. 1 ml 70 % etanol ved 
hjelp av sprutflasken. 
Tørking: La gelen stå å tørke i 20-30 min. 
En test for å se om gelen er skikkelig polymerisert, kan være å 
kontrollere gelløsningensrestene i røret en blandet gelløsningen ut i. 
Noe væske over gelklumpen i bånn av røret er akseptabelt. 
Vasking: Ta av den mindre glassplateholderen, og skyll ut etanollokket først 
med springvann, og senere dH2O ved hjelp av en sprutflaske. 
Tørk så støpeformen ren ved hjelp av mindre rektangulære biter med 
filterpapir, slik at ingen vannrester ligger igjen nede i støpeformen. 
Fylning av 
Stackinggel: 
Bland Stackinggel-utgangspunktet med riktig mengde APS og 
TEMED i et nytt 50 ml-rør i et sterilt kammer, og vend røret straks 
flere ganger opp og ned. (For blandinger, se forrige side). Fyll så 
støpeformen med ca 1 ml stackinggelløsning (4 %) ved hjelp av en 
pipette (1 ml). 
Stackingramme: Før plastrammen som danner brønnene, så langt ned i støpespalten 
mellom glassene.som det lar seg gjøre. Antall brønner som støpes, 
velges ut ifra hvor mange mange antigener en tester mot. (I vårt 
tilfelle støpte vi en 10-brønnergel, da vi skal ha 4 ”lanes” i en serie, 
noe som muliggjør to serier på en gel pluss to tomme brønner). 
Tørking: La gelen stå å tørke i 20-30 min. En test for å se om gelen er størknet, 
kan være å kontrollere restene av gelløsningen i røret. 
Vasking: Fjern først brønnmarkeringsrammen. Forløs så den mindre 
glassplateholderen fra det større støpestativet, og ta ut støpeformen. 
Skyll deretter denne ren med dH2O ved hjelp av en sprutflaske. 
 
Den ferdigstøpte gelen, fremdeles i glassplateholderen, er nå klar for videre bruk. Den kan 
også oppbevares i inntil et døgn før bruk. Da må glassplatene med gelen surres inn i fuktet, 
vanlig tørkepapir, legges i en tett boks og oppbevares i kjøleskap over natten. 
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Elektroferese av proteinlysat i støpegel 
 
Gelen skal nå tilføres antigen og deretter kjøres med elekroforese. Dermed vil alle proteinene 
i lysisløsningen (deriblant antigenet) fordeles jevnt nedover gelen, alt etter hvilken størrelse 
de har (måles i Dalton.) Etterpå kan en teste om antistoffløsninger binder til de aktuelle 
antigenene eller ikke, og videre hvilken størrelse disse proteinene som eventuelt binder seg, 
har. 
 
Det er ofte en serie med antigen som skal appliseres til gelen, alle seriene skilt med 
markørløsning. I dette tilfellet vil serien bli: Markør – Ø – LAD – KLH 
Man for plass til to slike serier på en 10-brønnersgel, og da med to tomme brønner ved enden 
av gelen. 
 
Runningbuffer 10x: 
 
150 g  Tris-base 
750 g Glycin 
50 g SDS 
 
Fyll på med dH2O til 5 l 
 
Dette blandes deretter 1:10 i dH2O før bruk. 
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Montering av  
elektroforese-
kammer: 
(Bruk hansker 
hele prosedyren) 
Plasser selvstøpt gel eller kjøpegel i en elektroforeseramme, med den 
tykke platen ut, og lås fast. Sett så rammen ned i en liten 
elektroforesetank. Det går to rammer på en tank, en på hver side. 
Kjøres bare en gel, må man erstatte den ene støpeformen med en 
plastform. Deretter fyller man tanken opp til randen (til de dekker 
over støpeformene) med runnigbuffer (bland ut 10x runningbuffer 
1:10 med dH2O). 
Applisering av 
markør: 
Appliser 5 µl standardmarkør (boks i fryseren, BioRad precision plus 
protein –Dual color system) i første brønn i hver serie. (I dette 
tilfellet brønn nummer 1 og 5, med altså 3 antigener i mellom). 
Aplisering av 
antigen: 
Appliser 20 µl av egnede lysat blandet med loadingbuffer til aktuelle 
brønner i henhold til rekkefølgen i serien. 
Elektroforese: Koble til ledningene (rødt på rødt og svart på blått). Funksjonene  til 
strømkilden (Volt, milliampere og tid (hp)) skiftes med å trykke på 
[set] og deretter piltastene opp eller ned [S]/[T]. Sett strømmen på 
20 ma per brett (max 4 brett/80 ma), og styrken på max (300 V). 
Trykk deretter [run]. Prosedyren tar ca 30-45 min, men en bør sjekke 
gelen regelmessig, særlig i slutten av gjennomføringen. Det dannes 
en blå strek som angir fronten på proteinene, og strømmen slås av når 
denne fargestreken siver ut av gelen. 
Demontering og 
vask av utstyret: 
Ta hele boksen bort til vasken, og hell ut bufferen. Ta så ut 
elektroforeserammen, lås den opp og ta ut glassplatene med gelen. 
Skyll alt utstyret en har brukt, utenom støpeformen, under springvann 
i vasken, og sett delene til tørk. Separer glassplatene ved hjelp av et 
eget seperasjonsverktøy i plast, slik at gelen ligger festet bare til den 
ene glassplaten, en kan for eksempel velge å la den være igjen på den 
tykkeste platen. Kutt så av brønnmargen, eller stackingen, øverst på 
gelen. Gelen kan nå overføres til et blottekammer etter en vask med 
dH2O. Skyll glassplatene i springvann og spyl dem deretter litt med 
etanol ved hjelp av sprutflasken, slik at de tørker fort. Glassplatene 
tørkes i eget stativ ved siden av vasken. 
 
Gelen ligger nå festet til den ene glassplaten, og kan overføres til et blottekammer for å 
overføre antigenene til blottepapir. Dette mediet er lettere å jobbe med, og tåler dessuten 
manipulering bedre. 
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Overføring til blottepapir 
 
Antigenene skal nå overføres ved hjelp av strøm fra gelen til blottepapir (BioRad Immun-
Blot PVDF-membran). Dette mediet er lettere å jobbe med, og tåler dessuten manipulering 
bedre. 
 
Transferbuffer 1x: 
 
30 g  Trisbase 
144 g Glycin 
1 l MF 
 
Fyll på med dH2O til 10 l 
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Blottekammer: 
(Bruk hansker 
hele prosedyren) 
Plasser et blottekammer på benken. Blottekamre med små 
metallareal i bånn brukes til 2 geler, mens de med store arealer 
brukes til 4 geler. 
Plast: Legg så et tynt plastark i bånn av kammeret. Plastarket har et hull i 
midten med plass til filteret. 
Filter: Dynk et filter i en boks fyllt med transferfuffer, og plasser det i 
bånn av blottekammeret i kant med utsjæringen i plasten. Et filter 
rommer to små geler. Dekk så til med flere plastbiter rundt filteret, 
slik at hele bunnen er dekket. Rull en glasspinne over filteret for å 
presse ut luftbobler. 
Blottepapir: Klipp til blottepapir (ett per filter), slik at det nesten går helt ut til 
kanten av filteret. (To på langs av rullen). Aktiviser blottepapiret 
(PVDF-membran) ved å dynke det i en boks fyllt med ren metanol 
i ca. 15 sek. Hell metanolen tilbake på flasken. Skyll så papiret 
med dH2O, og hell ut vannet. Hell så over transeferbuffer og la 
papiret ligge i 10 min. Plasser blottepapiret så over filteret (samme 
hvilken vei) og press ut luftbobler med en glasspinne. 
Gel: Ta den tykkeste glassplaten der gelen er festet, og overfør gelen til 
et filterpapir, etter å ha fjernet stackinggelen og vasket gelen med 
litt dH2O. Bruk gjerne en sputflaske med dH2O for å få løs gelen 
fra glasset. Klipp så av overskudd av gel i kantene, og dypp hele 
gelen med filterpapir i boksen med transferbuffer. Legg så gelen 
over blottepapiret. Husk å orienter samtlige geler samme vei. 
Fjern enten alle trekkpapirene forsiktig, eller la dem alle være på. 
Rull en glasspinne over filteret for å presse ut luftbobler. 
Filter: Dynk et filter i boksen fylt med transferbuffer, og legg det over 
gelene. Rull en glasspinne over filteret for å presse ut luftbobler. 
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Kammerlokk: Plasser kammerlokket over blottekammeret og press det godt ned. 
Koble til ledningen fra lokket til blottekammeret. 
Strømkjøring: Kjør gelene i en time på 50 V og 65 ma pr gel (260 ma i vårt 
tilfelle med fire geler) og 100 W. Funksjonene  til strømkilden 
(Volt, milliampere og Watt og tid (h)) skiftes med å trykke på 
[enter], og man stiller deretter på verdiene ved hjelp av piltastene 
opp eller ned [(]. For å velge en verdi og gå videre trykker man 
[enter]. Start kjøringen ved å trykke på [run]. 
Klargjøring av 
blottepapir: 
Ta lokket av blottekammeret og fjern filteret og gelene på toppen. 
Dette kan kastesBlottepapiret fjernes og klippes opp slik at en 
serie med ulike antistoffer og markør, kommer på samme papirbit. 
(Eller de kan klippes etter blottingen). Om markørene farges fint 
på blottepapiret, indikerer dette vellykket overføring. 
Vask av utstyr: Hiv filterne og gelene i søppelet, gelene i de gule dunkene.. Skyll 
plasten i springvann og legg til tørk. Sett blottekammeret med 
lokket tilbake på plass etter å ha skyllet det godt i springvann. 
 
Blottepapiret er nå klar til videre inkubering med antistoffer. 
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Blokkering og inkubering med primære og sekundære antistoff 
 
Blottepapiret skal nå farges med immunokjemisk farging. I prosessen bindes antistoffet en 
skal teste seg til antigenet i blottepapiret, og vil etter framkalling vise seg som et bånd på 
filmen. Primær antistoff fortynnet i melk, og hvilken konsentrasjon en skal bruke, må prøves 
ut. Ved første gjennomkjøring kan man lage fortynningsrekker med f.eks  konsentrasjoner på 
1:100, 1:500, 1:1000, 1:2000, 1:5000 og 1:10000. Blottepapirene inkuberes videre med 
sekundært antistoff. 
 
Blokkeløsning / Fortynningsløsning: 
 
3% tørrmelk i TBS-tween (1x TBS 0,1% tween) 
(3 g tørrmelkpulver i 100 ml  TBS-tween, rør ved hjelp av magnet til det ikke er klumper) 
 
Blokkering: 
(Bruk hansker 
hele prosedyren) 
Fyll en egnet boks med nok blokkeløsning til å dekke blokkepapirene 
man skal ta oppi. En kan enten bruke en stor boks som rommer en 
stor membran, som man deretter klipper opp etterpå, eller en kan  
benytte mindre bokser med små finklipte biter oppi. Legg uansett 
blokkepapirbitene nedi med fremsiden opp, og inkuber i 60 min i rt, 
eller over natt på kjølerom, i begge tilfeller på vippemaskin. 
Primær 
antistoff: 
Fortynn ut aktuelle antistoff i melk til ca 10 ml, i egnede 
konsentrasjoner. Hell dette oppi en egnet boks, og plasser 
blottepapiret nedi boksen med framsiden opp. Husk å markere 
blottepapir eller boksen med hvilket antistoff og  hvilken 
konsentrasjon som er brukt. (I vårt tilfelle ulike batcher med 
affinitetsrenset LAD i ulike konsentrasjoner og urenset LAD). 
Inkuber i 60 min i rt på vippemaskin, eller over natt på kjølerom, i 
begge tilfeller på vippemaskin. 
Vask: Hell ut antistoffløsningen fra boksen, og fyll boksen med ca 10 ml 1x 
TBS-tween (0,1%). Vask i ca 5 min på vippemaskin, og gjenta 
prosedyren to ganger til. 
Sekundær 
antistoff: 
Hell ut vaskeløsningen, og fyll på med 10 ml sekundær antistoff i 
egnet konsentrasjon fortynnet i melk. (I vårt tilfelle GαKhrp (Geit anti 
Kanin konjugert til horse raddish peroksidase, som ligger i 
antistoffboks i kjøleskapet) 1:5000, dvs 20 µl på 100 ml melk (100 
ml kolbe i skap over vaskene med parafilm over), som fordeles på 
åtte bokser ~12 ml i hver). Inkuber i rt i 60 min på vippemaskin. 
Vask: Hell ut antistoffløsningen fra boksen, og fyll boksen med ca 10 ml 1x 
TBS-tween (0,1%). Vask i ca 5 min på vippemaskin, og gjenta 
prosedyren to ganger til. 
 
Nå skal blottepapirene overføres til en kassett for fremkalling, men før selve fremkallingen 
må signalene fra blottepapiret forsterkes. 
 76
Forsterkning av signalene før fremkalling og overføring til kassett 
 
For at signalene fra fargingen av blottepapirene skal overføres til en film, må signalene 
forsterkes. Dette gjøres ved å inkubere papirene i fabrikert supersignalløsning, som 
aktiviserer peroksydasen på det sekundære antistoffet og gir dermed lyssignal som kan 
fanges når en senere fremkaller bilder av western blotet. 
 
Overføring av 
blokkepapir til 
plastlomme: 
Lag en plastlomme av to sammenteipede A4-plastark. Ta  
blottepapirene rett opp fra vaskeløsningsboksen, rist dem forsiktig, 
og plasser dem på det ene plastarket med passe mellomrom. 
Supersignal: Bland sammen 5 ml av den ene komponenten Supersignal #1 med 5 
ml av den andre delen Supersignal #2. Fordel blandingen over 
blottepapirene på plaslommen, og lukk igjen. Gni over plastlommen 
en del for å sikre seg at blandingen fordeler seg jevnt over alle 
blottepapirene. 
Inkuber i rt i 5 min. 
Overføring til 
kasett: 
Åpne plastlommen, ta ut blottepapirene, dunk lett av 
overskuddsvæske og plasser dem tett i tett i plastlommen i kasetten 
en skal bruke til fremkalling. Det kan være lurt å ha en logisk 
rekkefølge på blottepapirene. Lukk igjen plastlommen og press ut 
luftboblene med hendene. Lukk igjen kasetten. 
 
Blottepapirene er nå klar for fremkalling i mørkerom. 
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Framkalling i mørkerom 
 
For at signalene fra fargingen skal synliggjøres må man overføre signalene fra blottepapiret 
på en fotofilm. Prosedyren gjøres i mørkerom, nøkkelen til rummet ligger i skuffen ved siden 
av Kodakmaskinen (festet til 50 ml rør). Signalene blir sterkere etter hvor lang 
eksponeringstid en bruker under framkallingen. Det kan være lurt å lage filmer med ulike 
eksponeringstider, for å se forskjeller i styrken på båndene som etterhvert dukker opp. Denne 
rekkefølgen gjenspeiler hvilke fortynninger en kan bruke videre. Eksponeringstiden kan være 
1 sek, 5 sek, 20 sek, 60 sek, 60 min. 
 
Forberedelse: 
(I mørkerom) 
Slå på fremkallingsmaskinen. Den bruker ofte noe tid for å varme seg 
opp. (Vanligvis er den imidlertid klar til bruk). 
Legg kasset på bordet og slå på den røde lampen. Slå deretter av 
lyset, både på gang og inne i mørkerommet. 
Film- 
innlegging: 
Ta ut en film (Kodak) fra den lysstoppende konvulutten. Orienter 
filmen slik at man har den ruglete kanten nederst i venstre hjørne, 
eller den matte siden ned, og plasser den i kassetten over 
blottepapirene (helt i øvre, venstre hjørne). En kan godt klippe filmen 
i to deler om dette dekker membranene (men ikke mindre). Lukk 
igjen kassetten og sett på låsene. Man kan etterpå også rotere filmen 
og gjøre en ny eksponering på den andre enden av filmen, for å spare 
på film. (Men husk da fortsatt riktig side ned). 
Eksponering: La filmen ligge i kassetten i ønsket eksponeringstid. 
Fremkalling: Åpne kassetten, ta ut filmen og legg den i matebåndet slik at den 
ligger nærmest en selv, og med den lengste siden mot maskinen. 
Maskinen fanger filmen av seg selv, og fremkallingen skjer nå 
automatisk. Når maskinen piper kan en slå på lyset igjen. Filmen 
kommer nå ut i andre enden, og en kan eventuelt gjenta prosedyren 
med en film med en annen eksponeringstid. 
Markering: Legg filmen tilbake i kassetten (husk riktig orientering) og tegn inn 
med vannfast tusj markørene fra blottepapirene på filmen. En kan 
også nå skrive inn hvilke antigener som ble brukt og hvilke antistoff 
som ble brukt i fargingen og i hvilke konsentrasjoner. Klipp så til 
filmene som man ønsker å presentere dem for eksempel i 
journalboka. 
 
Filmen er nå ferdig fremkalt, og bindingene mellom antigen og antistoff foreligger som 
svarte horisontale bånd. Andre bånd på filmen innen en ”lane” kan være bakrunn. Dette er 
altså farging av andre protein-antigen-bindinger på blottepapiret enn den ønskede 
transfektant-primær antistoff-bindingen. Det foreligger altså andre proteiner i 
antistoffløsningen man farget med, som ikke er spesifike for antigenet (I vårt tilfelle LAD. 
Dette kan også gi farging på musesnitt som ikke er spesifikt for LAD). 
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Gjenbruk av blottepapir 
 
Etter at blottepapiret er blitt brukt i fremkallingen, kan en oppbevare blottepapirene for 
senere bruk. Pakk da blottepapirene inn i plastfolie, og legg dem i kjøleskap. Her kan de 
lagres i opptil 2 mnd. 
 
Før bruk må imidlertid membranene reaktiveres med metanol, og fastbundne antistoffer må 
fjernes med strippeløsning. Deretter kan man gjenoppta prosedyren som vanlig fra 
blokketrinnet, men nå holder det å blokke en halv time. 
 
Strippeløsning: 
Pierce: Restore Western Blot Stripping Buffer (i skapet over vasken). 
 
 
Oppbevaring: Pakk blottepapirene inn i plastfolie, og legg dem i kjøleskap. Husk å 
skrive navn på, slik at man finner dem igjen. 
Reaktivering: Legg blottemembranene oppi en boks og fyll på med ren metanol. La 
blottepapirene ligge der i ca. 15 sek. 
Vask: Hell metanolen tilbake på flaska, og vask så membranene ved å fylle 
boksen med litt dH2O. 
Fjerning av 
gamle antistoff: 
Hell ut det destillerte vannet og fyll på med strippeløsning. Inkuber 
så i varmeskap som holder 50 OC  i 30 min. 
Risting: Rist boksen i 10 min på vippemaskin med rask hastighet i rt. 
Vask: Hell ut strippeløsningen og fyll boksen med ca 10 ml 1x TBS-tween 
(0,1%). Vask i ca 5 min på vippemaskin, og gjenta prosedyren to 
ganger til. 
Fortsettelse: Gjenoppta prosedyren fra blokketrinnet, men i dette trinnet holder det 
å inkubere membranene i blokkeløsning i 30 min. 
 
 
 
 
